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Innerhalb der knapp 200 Jahre nach James Parkinsons Veröffentlichung „An 
Essay on the Shaking Palsy“ [1], in der er 1817 eine Krankheit beschrieb, die 
sich durch einen Ruhetremor, Akinese, posturale Instabilität und durch 
vegetative Störungen auszeichnete, hat sich der Blick auf diese später nach 
ihm benannte Krankheit mehrfach verändert. Zwar wird die Diagnose noch 
immer vor allem klinisch gestellt [2]. Doch während die Erkrankung lange Zeit 
für sporadisch gehalten wurde, werden seit nun mehr als 15 Jahren immer 
mehr genetische Hintergründe bekannt [3]. Viele Jahre vor der Genetik lieferte 
bereits die Neuropathologie wichtige Erkenntnisse über die Krankheit. Schon 
1912 beschrieb Friedrich H. Lewy die später nach ihm benannten Lewy-Körper 
(LK) bei Parkinson-Patienten [4]. Außerdem erkannte man, dass es zur 
Degeneration dopaminerger Neurone hauptsächlich in der Substantia nigra 
(SN), aber auch in anderen Hirnregionen kommt und daraus ein Mangel an 
Dopamin in den nigrostriatalen Projektionen resultiert [5]. Letztlich zeigte sich, 
dass es neben dem Morbus Parkinson weitere Erkrankungen gibt, die mit 
Symptomen einhergehen, wie man sie auch beim Morbus Parkinson findet. 
Nachfolgend werden diese Parkinson-Syndrome und der Morbus Parkinson 
bzw. das idiopathische Parkinson-Syndrom näher erläutert und eine Systematik 
anhand der klinischen, genetischen und neuropathologischen Erkenntnisse 
aufgezeigt. 
1.1 Klassifikation der Parkinson-Syndrome  
Eine häufig verwendete Einteilung ist jene in primäre, sekundäre und atypische 
Parkinson-Syndrome [6]. Dabei versteht man unter den primären Parkinson-
Syndromen den Morbus Parkinson bzw. das idiopathische Parkinson-Syndrom 
(IPS), das durch den Verlust dopaminerger Neurone in der SN und häufig durch 
LK gekennzeichnet ist [5, 6]. Primäre Parkinson-Syndrome treten sowohl 
sporadisch als auch erblich auf [6]. Sekundäre Parkinson-Syndrome werden 
auch als symptomatische Parkinson-Syndrome bezeichnet und sind durch 





7]. Beispielsweise zählen hierzu Schädigungen der Basalganglien durch 
mikrovaskuläre Läsionen oder durch Toxine. Bei den atypischen Parkinson-
Syndromen tritt die Parkinson-Symptomatik im Rahmen anderer 
neurodegenerativer Erkrankungen auf [6]. Hierzu zählen die 
Multisystematrophie (MSA) und die Demenz mit Lewy-Körpern (DLB), die wie 
das IPS zu den Synukleinopathien gehören, sowie die progressive 
supranukleäre Blickparese (PSP) und die kortikobasale Degeneration (CBD), 
die zu den Tauopathien gerechnet werden [2, 7]. Während die 
Synukleinopathien Proteinaggregationen zeigen, die hauptsächlich α-Synuklein 
(aSYN) enthalten, sind die Tauopathien durch Proteinaggregationen, deren 
Hauptbestandteil das mikrotubuliassoziierte Protein Tau ist, charakterisiert. 
Gemeinsam ist den atypischen Parkinson-Syndromen, dass sie einen rasch 
progredienten Verlauf, ein schlechtes Ansprechen auf eine Therapie mit 
Levodopa (L-Dopa) und zusätzliche Symptome, die schon früh im 
Krankheitsverlauf auftreten [8], zeigen. 
Tabelle 1 gibt einen Überblick über diese Klassifikation. Im Folgenden werden 
dann die Synukleinopathien näher besprochen, da die Erkenntnisse dieser 
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 Encephalitis lethargica 
 AIDS-Enzephalopathie 
 






















 Demenz mit Lewy-Körpern (DLB) 
 Multisystematrophie (MSA) 
 
 Progressive supranukleäre Blickparese (PSP) 
 Kortikobasale Degeneration (CBD) 
 Frontotemporale Demenz mit Parkinsonismus 
(FTDP-17) 
 Morbus Alzheimer 
 
 Morbus Huntington 
 Spinocerebelläre Ataxien (SCA) 







1.2.1 Idiopathisches Parkinson-Syndrom (IPS) 
Überblick: Das IPS ist die zweithäufigste neurodegenerative Erkrankung nach 
dem Morbus Alzheimer. Der Verlauf der Erkrankung ist stets chronisch 
progredient [2]. Eine aktuelle Studie schätzt die Zahl der an einem IPS 
erkrankten Menschen über 50 Jahren auf 4,1 bis 4,6 Millionen weltweit [9]. Mit 
der zunehmenden Lebenserwartung der Bevölkerung ist damit zu rechnen, 
dass sich diese Zahl weiter erhöhen wird. Während die Erkrankung in den 
meisten Fällen sporadisch auftritt, zeigt sich bei etwa 5-10% aller Betroffenen 
eine familiäre Vererbung nach den mendel‘schen Gesetzen [5]. Zu den 
Kardinalsymptomen des Morbus Parkinson zählen Ruhetremor, Bradykinese 
und Rigor [10]. Das neuropathologische Korrelat der Erkrankung, nämlich der 
Verlust dopaminerger Neurone in der SN, wurde bereits früh erkannt. Die 
biochemischen und zellbiologischen Mechanismen, die dieser 
Neurodegeneration zugrunde liegen, sind jedoch nach wie vor ungeklärt. 
Epidemiologie: Der Morbus Parkinson manifestiert sich zumeist um das 60. 
Lebensjahr. Allerdings ist sowohl ein wesentlich früherer als auch ein 
wesentlich späterer Beginn möglich [11]. Nach einer Studie aus Olmsted 
County, Minnesota, USA beträgt die Inzidenz 10,8 : 100 000 [12]. Andere 
Studien kommen teilweise zu noch höheren Inzidenzraten [13]. Allen Studien 
gemeinsam ist jedoch ein Anstieg der Inzidenz mit dem Lebensalter. Die 
kumulative Inzidenz im Alter von 90 Jahren, an einem Parkinson-Syndrom zu 
erkranken, beträgt 7,5%, unter der Annahme, dass es keine anderen 
konkurrierenden Todesursachen gibt [12]. Männer scheinen ein etwas höheres 
Risiko zu haben, an einem Parkinson-Syndrom zu erkranken [14]. Die 
Prävalenz steigt ebenfalls mit dem Lebensalter und liegt bei 100-200 : 100 000 
[15]. 
Neuropathologie: Neuropathologisch ist das IPS durch einen Verlust 
dopaminerger Neurone vorwiegend in der Substantia nigra pars compacta 
charakterisiert [16]. Typisch ist auch das Auftreten von LK, 





aggregierten Proteinen hauptsächlich aSYN enthalten [17, 18]. Außer in der SN 
finden sich diese charakteristischen Veränderungen, abhängig vom 
Krankheitsstadium, auch in anderen Hirnregionen, u.a. im Locus coeruleus, in 
den Raphekernen, im Nucleus basalis Meynert, im Kortex sowie im Bulbus 
olfactorius und im autonomen Nervensystem [19-21]. Dabei legen Befunde von 
Braak et al. [22] nahe, dass diese Pathologie immer nach demselben zeitlichen 
Muster auftritt: Zunächst sind der Bulbus olfactorius und der dorsale Vaguskern 
betroffen (Stadium I und II nach Braak). Dies könnte die frühzeitig auftretenden 
Riechstörungen und autonomen Dysfunktionen erklären. Erst dann werden die 
SN und die Raphekerne des Mittelhirns befallen (Stadium II und IV nach Braak), 
was zu den motorischen Symptomen des IPS führt. Noch später erreicht die 
Pathologie limbische, meso- und neokortikale Strukturen (Stadium V und VI 
nach Braak). Dies könnte das Korrelat für die dann auftretende Parkinson-
Demenz darstellen. 
Klinik: Patienten, die an einem IPS leiden, präsentieren sich mit Akinese, Rigor, 
Ruhetremor und Haltungsinstabilität in variabler Ausprägung und Kombination 
[5]. Unter Akinese versteht man eine Verlangsamung („Bradykinese“) bzw. den 
kompletten Verlust willkürlicher Bewegungen. Häufig zeigen die Patienten einen 
kleinschrittigen Gang mit fehlendem Armschwung. Des Weiteren äußert sich die 
Bewegungsstörung in einem kleinen Schriftbild („Mikrografie“) und in einer 
verminderten Mimik („Hypomimie“) [2, 6]. Rigor bezeichnet eine „wächserne“ 
Tonuserhöhung bei passiven Bewegungen, die von der 
Bewegungsgeschwindigkeit unabhängig ist. Wenn gleichzeitig ein Tremor 
vorhanden ist, entsteht das sog. „Zahnradphänomen“, das ein ruckartiges 
Nachgeben des Muskelwiderstandes bezeichnet [2, 6]. Der Ruhetremor hat 
i.d.R. eine Frequenz von 4-6 Hz [23] und verstärkt sich bei emotionaler 
Anspannung oder Stress. Häufig wird der Ruhetremor von einem Haltetremor 
begleitet [6]. Die posturale Instabilität geht meist mit einer erhöhten Fallneigung 
einher [24]. Zusätzlich zeigen Patienten häufig vegetative Symptome wie 
Seborrhö („Salbengesicht“), orthostatische Dysregulation, Obstipation, 





die Patienten häufig an psychischen (Depression, Stimmungslabilität, 
Psychosen) und an kognitiven Störungen (Demenz, Denkverlangsamung) [26]. 
Diagnostik: Die Diagnose wird vor allem klinisch gestellt. Dazu haben sich die 
Diagnosekriterien der UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank als 
besonders verlässlich herausgestellt [27]. Dabei wird zunächst ein Parkinson-
Syndrom diagnostiziert und dann mittels Ein- und Ausschlusskriterien überprüft, 
ob es sich einem IPS zuordnen lässt oder nicht. Tabelle 2 gibt einen Überblick 
über diese Kriterien. 
 
Tabelle 2: Klinische Diagnosekriterien der UK Parkinson’s Disease Society 
Brain Bank (nach [27]) 
Schritt 1: Diagnose eines Parkinson-Syndroms: 
 Bradykinese (Verlangsamung der Initiation von Willkürbewegung mit 
fortschreitender Verminderung der Geschwindigkeit und der Amplitude repetitiver 
Bewegungen) 
 Und mindestens eines der folgenden Symptome: 
- Rigor 
- Ruhetremor (4-6 Hz) 
- Haltungsinstabilität 
 
Schritt 2: Ausschlusskriterien für ein IPS 
 Wiederholte Schlaganfälle mit langsam fortschreitender Parkinson-Symptomatik 
 Wiederholte Schädel-/Hirntraumata in der Vergangenheit 
 Gesicherte Enzephalitis in der Vergangenheit 
 Blickkrampf 
 Neuroleptische Medikation beim Auftreten der Symptome 
 Mehr als ein betroffener Verwandter 
 Anhaltende Remission 
 Streng einseitige Symptome nach 3-jähriger Krankheitsdauer 
 Progressive supranukleäre Blickparese (PSP) 
 Kleinhirnzeichen 
 Frühzeitige schwere autonome Symptomatik 
 Frühzeitige schwere Demenz mit Apraxie und Störung des Gedächtnisses und der 
Sprache 
 Positives Babinski-Zeichen 
 Kleinhirntumor oder Hydrocephalus communicans im Computertomogramm 
 Fehlendes Ansprechen auf L-Dopa (wenn eine Malabsorption ausgeschlossen ist) 







Fortsetzung Tabelle 2 von Seite 6 
Schritt 3: Unterstützende Kriterien für ein IPS (für die Diagnose eines IPS werden 
mindestens 3 benötigt) 
 Einseitiger Beginn 
 Ruhetremor 
 Fortschreitende Erkrankung 
 Persistierende Asymmetrie zugunsten der erstbetroffenen Seite 
 Exzellentes Ansprechen auf L-Dopa (70-100%) 
 Schwere L-Dopa-induzierte Chorea 
 Ansprechen auf L-Dopa für mindestens 5 Jahre 
 Klinischer Verlauf über 10 Jahre oder mehr 
 
Neben der klinischen Präsentation und den in Tabelle 2 dargestellten Kriterien 
werden bildgebende Verfahren besonders zur Abgrenzung eines primären 
Parkinson-Syndroms von sekundären und atypischen Parkinson-Syndromen 
eingesetzt. 
Therapie: Für die symptomatische Therapie eines IPS stehen medikamentöse 
und nicht-medikamentöse Behandlungen sowie operative Verfahren zur 
Verfügung [6]. Keine der Behandlungen stellt eine Kausaltherapie dar. Es kann 
lediglich symptomatisch behandelt werden. Medikamentös wird versucht, 
Dysbalancen im Neurotransmitterhaushalt auszugleichen. Dabei geht es in 
erster Linie darum, das Dopamindefizit zu ersetzen [28]. Dies kann durch die 
Gabe von L-Dopa, das im Körper durch Decarboxylasen für aromatische L-
Aminosäuren in Dopamin umgewandelt wird, oder durch die Gabe direkter 
Dopaminagonisten geschehen [6, 29]. Eine andere Möglichkeit, den 
Dopaminspiegel zu erhöhen, ist die medikamentöse Hemmung des Dopamin-
Abbaus [29]. Hier kann entweder die Monoaminooxidase-B (MAO-B), die den 
Abbau von Dopamin durch Desaminierung fördert [30], oder die Catechol-O-
methyltransferase (COMT), die die Metabolisierung von L-Dopa zu 3-O-
methyldopa katalysiert [31], gehemmt werden. Durch den Dopaminmangel 
kommt es außerdem zu einer gesteigerten Ausschüttung von Acetylcholin in 
striatalen Interneuronen und zu einer Aktivitätsänderung in 
Projektionsneuronen, die vom Striatum zum Pallidum, zum Nucleus 





erregende N-Methyl-D-aspartat-(NMDA)-Rezeptoren eine wichtige Rolle [6]. 
Somit bietet der Einsatz von Anticholinergika und NMDA-Rezeptor-
Antagonisten weitere Therapieoptionen [28]. Als nicht-medikamentöse 
Maßnahmen sollten Patienten, die an einem IPS leiden, Krankengymnastik und 
Logopädie erhalten. Physiotherapie kann helfen, die Beweglichkeit und die 
Bewältigung von Alltagsaktivitäten zu verbessern [32]. Mit der Logopädie 
werden Schluck- und Sprechstörungen behandelt. Als operatives 
Behandlungsverfahren steht die tiefe Hirnstimulation zur Verfügung. Bei 
Patienten mit fortgeschrittenem IPS und schweren motorischen Störungen 
konnte gezeigt werden, dass diese Behandlung in Kombination mit 
Medikamenten effektiver ist als die medikamentöse Behandlung alleine [33]. 
1.2.2 Multisystematrophie (MSA) 
Überblick: Die MSA zählt zu den atypischen Parkinson-Syndromen, tritt 
sporadisch auf und ist gekennzeichnet durch Degeneration des zentralen und 
autonomen Nervensystems mit den entsprechenden Symptomen [8]. Die 
Bezeichnung geht zurück auf Graham und Oppenheimer [34], die diese 1969 
vorgeschlagen hatten. Ihnen war aufgefallen, dass Erkrankungen, die vorher als 
Striatonigrale Degeneration, Olivopontocerebelläre Atrophie und Shy-Drager-
Syndrom bezeichnet wurden, viele Gemeinsamkeiten haben und deshalb 
wahrscheinlich nur eine Krankheitsentität mit unterschiedlich starken 
Ausprägungen darstellen. Dies konnte später durch die Entdeckung 
oligodendroglialer zytoplasmatischer Einschlüsse bei MSA-Patienten bestätigt 
werden [35]. Die MSA ist wesentlich seltener als ein IPS, schreitet schneller fort 
und spricht schlechter auf eine Therapie mit L-Dopa an [36]. 
Epidemiologie: Das mittlere Manifestationsalter der MSA beträgt 60 Jahre [37]. 
Männer und Frauen scheinen gleichermaßen betroffen zu sein [37]. Je nach 
Studie findet sich eine Prävalenz von 1,9 : 100 000 bis 4,9 : 100 000 [38]. Die 
geschätzte Inzidenz bei über 50-Jährigen beträgt 3 : 100 000 [39]. Die mittlere 
Überlebenszeit beträgt weniger als 9 Jahre [40]. 
Neuropathologie: Neuropathologisch ist die MSA charakterisiert durch 





Pons, in den unteren Olivenkernen und im Rückenmark [41]. Ein typischer 
Befund sind die bereits erwähnten glialen zytoplasmatischen Einschlüsse (GCI) 
[35]. Es zeigte sich, dass der Hauptbestandteil der GCI aSYN ist [42, 43]. 
Neben diesen glialen Einschlüssen zeigen neuere Untersuchungen, dass 
fibrilläres aSYN auch im Zytoplasma, in den Zellkernen und in den Neuriten von 
Neuronen akkumuliert [44]. Deshalb kann die MSA den Synukleinopathien 
zugerechnet werden. 
Klinik: Die Hauptsymptome der MSA sind autonomes Versagen, zerebelläre 
Ataxie, Parkinsonismus und Pyramidenbahnzeichen [45] in verschiedener 
Ausprägung und Kombination. Je nach vorherrschender klinischer Präsentation 
werden zwei Subtypen unterschieden: Bei der MSA-P steht das Parkinson-
Syndrom im Mittelpunkt der Symptomatik, bei der MSA-C die zerebelläre Ataxie 
[8]. In Europa und in den USA ist die MSA-P zwei- bis viermal häufiger als die 
MSA-C [45, 46]. Dagegen scheint in der japanischen Bevölkerung der MSA-C-
Subtyp vorherrschend zu sein [47]. Das Parkinson-Syndrom bei MSA-Patienten 
ist besonders durch progrediente Akinese und Rigor gekennzeichnet [36]. Ein 
Ruhetremor kann hinzukommen. Dieser unterscheidet sich dann aber oft von 
dem klassischen „Pillendreher-Tremor“ des Morbus‘ Parkinson [36]. Zusätzlich 
wird immer wieder ein irregulärer ruckartiger posturaler Tremor beobachtet [8]. 
Die Ataxie zeigt sich sowohl durch eine Gangataxie, Dysmetrie, 
Dysdiadochokinese, skandieren Dysarthrie als auch durch zerebelläre und 
nicht-zerebelläre Okulomotorikstörungen [38]. Urogenitale Dysfunktionen sind 
die häufigste Manifestation der Dysautonomie bei MSA [45]. Diese zeigen sich 
besonders durch eine frühe erektile Dysfunktion bei Männern sowie durch eine 
Dranginkontinenz. Darüber hinaus lässt sich in der Mehrzahl der Fälle eine 
orthostatische Hypotonie nachweisen, die jedoch nur selten zu Synkopen führt 
[36]. 
Diagnostik: Für die klinische Diagnose werden die Konsensuskriterien nach 
Gilman et al. verwendet, die erstmals 1999 [48] publiziert und zuletzt 2008 [49] 
überarbeitet wurden. Die überarbeiteten Kriterien beinhalten auch 






Tabelle 3: Diagnosekriterien nach Gilman [49] (modifiziert nach [8]) 
Wahrscheinliche MSA 
Sporadische, fortschreitende Erkrankung mit Beginn im Erwachsenenalter (>30 Jahre) 
mit folgenden Charakteristika: 
- Urininkontinenz (und erektile Dysfunktion bei Männern) oder 
- Orthostatische Dysregulation mit Abfall des systolischen Blutdrucks von 
mindestens 30 mm Hg oder des diastolischen Drucks von mindestens 15 mm Hg 
innerhalb von 3 min nach dem Aufstehen und entweder 
- Schlecht auf L-Dopa ansprechendes Parkinson-Syndrom (Bradykinese mit Rigor, 
Tremor oder posturale Instabilität) oder 
- Zerebelläres Syndrom (Gangataxie, Dysarthrie, Extremitäten-Ataxie und zerebellär 
bedingte Störung der Okulomotorik) 
 
Mögliche MSA 
Sporadische, fortschreitende Erkrankung mit Beginn im Erwachsenenalter (>30 Jahre) 
mit folgenden Charakteristika: 
- Parkinson-Syndrom (Bradykinese mit Rigor, Tremor oder posturale Instabilität) oder 
- Zerebelläres Syndrom (s.o.) und 
- Mindestens ein klinisches Zeichen, das auf eine autonome Dysfunktion hinweist 
(anders nicht zu erklärender starker oder häufiger Harndrang oder unvollständige 
Blasenentleerung, erektile Dysfunktion oder orthostatische Dysregulation, die die 
Kriterien einer wahrscheinlichen MSA nicht erfüllt) und 
- Mindestens eines der folgenden Zeichen: 
 
Mögliche MSA-P oder MSA-C 




- Rasch progredientes Parkinson-Syndrom 
- Schlechtes Ansprechen auf L-Dopa 
- Posturale Instabilität innerhalb von 3 Jahren nach Beginn motorischer Symptome 
- Gangataxie, zerebelläre Dysarthrie, Extremitäten-Ataxie oder zerebellär bedingte 
Störung der Okulomotorik 
- Dysphagie innerhalb von 5 Jahren nach Beginn motorischer Symptome 
- MRT: Atrophie des Putamens, des mittleren zerebellären Schenkels, des Pons‘ 
oder des Kleinhirns 
- PET (FDG): Hypometabolismus im Putamen, Hirnstamm oder Kleinhirn 
 
Mögliche MSA-C 
- Parkinson-Syndrom (Bradykinese und Rigor) 
- MRT: Atrophie des Putamens, des mittleren zerebellären Schenkels oder des 
Pons‘ 
- PET (FDG): Hypometabolismus im Putamen 





Therapie: Auch die MSA kann nur symptomatisch und nicht kausal behandelt 
werden. Dafür stehen medikamentöse und nicht-medikamentöse Verfahren zur 
Verfügung. Das Vorgehen richtet sich nach den klinischen Symptomen. Die 
häufig auftretende erektile Dysfunktion bei Männern kann durch den Einsatz 
von Sildenafil verbessert werden [50]. Blasenentleerungsstörungen können 
Selbst- oder Fremdkatheterisierung nötig machen [8, 51]. Die Dranginkontinenz 
kann durch den Einsatz von Anticholinergika verbessert werden [51]. Dies 
konnte beispielweise für Oxybutynin gezeigt werden [52]. Bei der Behandlung 
der orthostatischen Hypotonie sollte auf genügende Flüssigkeitsaufnahme [53] 
und salzreiche Diät geachtet sowie Stützstrümpfe getragen werden [8]. 
Pharmakologisch kann der α1-Agonist Midodrin eingesetzt werden [54]. Die 
Behandlung der Ataxie gestaltet sich schwierig und ist bisher durch keine 
Therapie effektiv möglich [38]. Auch wenn das Parkinson-Syndrom bei MSA 
schlechter auf L-Dopa anspricht als beim IPS und die Wirkung typischer Weise 
nach wenigen Jahren nachlässt [55], sollte ein Behandlungsversuch initiiert 
werden. Dabei können auch hohe Dosen eingesetzt werden, sofern dies nötig 
ist und diese toleriert werden [56]. Wie beim IPS können auch bei der MSA 
Physio-, Logo- und Ergotherapie eingesetzt werden [51]. 
1.2.3 Demenz mit Lewy-Körpern (DLB) 
Überblick: Die DLB ist wahrscheinlich die zweithäufigste degenerative Demenz 
nach dem Morbus Alzheimer [57], tritt meist sporadisch auf [58] und ist durch 
die Kombination eines Parkinson-Syndroms mit im ersten Krankheitsjahr 
beginnendem progredienten kognitiven Abbau charakterisiert [8]. Die 
Bezeichnung wurde 1996 nach dem ersten Treffen des DLB-Konsortiums 
eingeführt [59]. Davor waren u.a. die Bezeichnungen diffuse Lewy-Körper-
Erkrankung, Lewy-Körper-Variante der Alzheimer-Erkrankung, senile Demenz 
vom Lewy-Körper-Typ und Alzheimer-Erkrankung mit begleitender Lewy-
Körper-Erkrankung gebräuchlich [60]. Da viele Patienten, die an einem IPS 
leiden, im Krankheitsverlauf eine Demenz entwickeln [61, 62] und sich das IPS 
und die DLB auch neuropatholgisch ähneln, ist noch nicht endgültig geklärt, ob 





vielmehr um unterschiedliche Ausprägungen einer Erkrankung [63]. Besonders 
in neueren Arbeiten wird die eigenständige Rolle der DLB angezweifelt und die 
Parkinson-Erkrankung, die DLB (Demenz in einem frühen Krankheitsstadium) 
sowie die Parkinson-Erkrankung mit Demenz (Demenz in einem späteren 
Krankheitsstadium) eher als Kontinuum betrachtet [63, 64]. 
Epidemiologie: Bisher gibt es nur wenige epidemiologische Studien zur DLB. Je 
nach Studie findet sich eine Prävalenz von bis zu 5% [65]. Der Anteil der DLB 
an allen Demenzerkrankungen wird auf bis zu 30,5% geschätzt [60]. Männer 
scheinen etwas häufiger betroffen zu sein als Frauen [58]. Die Inzidenz wird mit 
0,1% [66] angegeben. Die Erkrankung beginnt i.d.R. erst jenseits des 55.-60. 
Lebensjahrs und hat eine mittlere Erkrankungsdauer von 3-6 Jahren [58]. 
Neuropathologie: Pathologisches Hauptmerkmal sind die namengebenden LK, 
die weit verteilt vom Hirnstamm bis zum Kortex auftreten können [67]. Aber 
auch einige Merkmale der Alzheimer-Erkrankung wie senile Plaques können 
auftreten [68]. Je nach Verteilung dieser Pathologie in verschiedenen 
Hirnstrukturen lassen sich drei Typen voneinander abgrenzen [68]: Der 
Hirnstammtyp zeigt besonders viele LK im Hirnstamm und im Zwischenhirn, 
aber nur vereinzelt im Kortex und in den Basalganglien. Beim limbischen oder 
Übergangstyp zeigt sich die Lewy-Pathologie besonders im Hirnstamm, im 
Zwischenhirn und im limbischen System, aber weniger im Kortex und in den 
Stammganglien. Der diffuse neokortikale Typ zeigt zahlreiche LK im Hirnstamm, 
im Zwischenhirn, im Kortex und in den Basalganglien. Außerdem geht dieser 
Typ häufig mit Alzheimer-typischen Plaques und Neurofibrillen einher [58]. 
Klinik: Die DLB ist durch eine Parkinson-Symptomatik zusammen mit einer im 
ersten Krankheitsjahr beginnenden progredienten demenziellen Entwicklung 
charakterisiert [8], die eine schnellere Progression als beim IPS zeigt [67]. Bei 
der Demenz stehen weniger Gedächtnisstörungen als vielmehr Fluktuationen 
der Aufmerksamkeit und der kognitiven Leistung sowie visuelle Halluzinationen 
im Vordergrund [68]. Oftmals ist es im klinischen Alltag schwierig, die 
Fluktuationen zu erkennen und richtig einzuordnen [69]. Die visuellen 
Halluzinationen treten schon früh im Krankheitsverlauf auf [68], sind detailliert 





häufig nur mäßig ausgeprägt [59] und axial betont. Ein Ruhetremor ist weniger 
typisch [68]. Dafür treten häufiger Haltungsinstabilität und Gangschwierigkeiten 
auf als bei Patienten, die an einem IPS ohne Demenz leiden [70]. Darüber 
hinaus können wie beim IPS REM-Schlaf-Störungen und autonome 
Dysfunktionen auftreten [68]. 
Diagnostik: Für die klinische Diagnose werden die Konsensuskriterien des DLB-
Konsortiums verwendet, die erstmals 1996 [59] publiziert und zuletzt 2005 [68] 
überarbeitet wurden. Die überarbeiteten Kriterien beinhalten auch 
neuroradiologische Verfahren, die die Diagnose stützen und helfen können, die 
DLB von einem IPS abzugrenzen. Tabelle 4 stellt die Konsensuskriterien des 
DLB-Konsortiums von 2005 dar. 
 
Tabelle 4: Diagnosekriterien des DLB-Konsortiums [68] (modifiziert nach [8]) 
Hauptmerkmale 
- Progredientes dementielles Syndrom 
- Ausgeprägte oder persistierende Gedächtnisstörungen müssen in den Frühstadien 
der Erkrankung nicht vorhanden sein, treten aber im weiteren Verlauf meist hinzu 
- Defizite sind besonders in der Aufmerksamkeit, in den exekutiven Funktionen 
sowie in den visuell-räumlichen Fähigkeiten nachzuweisen 
 
Kardinalsymptome 
- Fluktuationen der Hirnleistung mit ausgeprägten Schwankungen der Wachheit und 
Aufmerksamkeit 
- Wiederholte visuelle Halluzinationen, typischerweise gut ausgeformt und detailliert 
- Spontane Parkinson-Symptome 
 
Mögliche DLB: 1 Kardinalsymptom muss vorhanden sein 
Wahrscheinliche DLB: mindestens 2 Kardinalsymptome müssen vorhanden sein 
 
Typische Symptome 
(Treten ein typisches Symptom oder mehrere auf, kann bei Vorhandensein eines oder 
mehrerer Kardinalsymptome die Diagnose wahrscheinliche DLB gestellt werden. 
Fehlen Kardinalsymptome, so ist mindestens ein typisches Symptom für die Diagnose 
mögliche DLB ausreichend. Die Diagnose einer wahrscheinlichen DLB sollte nicht 
alleine auf der Basis typischer Symptome gestellt werden) 
- REM-Schlaf-Störung 
- Ausgeprägte Neuroleptikasensitivität 
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Unterstützende Symptome 
- Wiederholte Stürze und Synkopen 
- Vorübergehender unerklärter Bewusstseinsverlust 
- Schwere autonome Dysfunktion 
- Halluzinationen anderer Sinnesmodalitäten 
- Systematisierter Wahn 
- Depression 
- Relative Verschonung mesiotemporaler Strukturen im CT/MRT 
- Globale zerebrale Hypoperfusion im SPECT/PET unter Einschluss okzipitaler 
Strukturen 
- Abnorme MIBG-Myokardszintigrafie 
- Prominente EEG-Verlangsamung mit transienten temporalen Sharp Waves 
 
Die Diagnose einer DLB ist weniger wahrscheinlich 
- Bei zerebrovaskulären Erkrankungen mit neurologischen Herdhinweisen oder 
Strukturanomalien im CT oder MRT 
- Bei anderen Hirn- bzw. systemischen Erkrankungen, die das klinische Bild erklären 
könnten 
- Bei Auftreten von Parkinson-Symptomen in einem fortgeschrittenem Demenz-
Stadium 
 
Temporale Sequenz der Symptome 
- Die Diagnose einer DLB sollte dann gestellt werden, wenn die Demenz vor oder bis 
zu einem Jahr nach dem Parkinson-Symptom aufgetreten ist 
- Die Diagnose Parkinson-Demenz sollte dann erfolgen, wenn sich die Demenz im 
Rahmen einer voll entwickelten Parkinson-Krankheit manifestiert 
 
Therapie: Die DLB kann wie das IPS und die MSA nur symptomatisch 
behandelt werden. Das Vorgehen ist multidimensional. Sowohl die kognitiven 
und neuropsychiatrischen Störungen als auch das Parkinson-Syndrom sind 
einer medikamentösen Behandlung zugängig. Bzgl. der kognitiven 
Dysfunktionen zeigte sich, dass bei Patienten, die an einer DLB leiden, eine 
Störung der cholinergen Transmission vor allem in parietookzipitalen 
Hirnabschnitten vorliegt [71]. Dies rechtfertigt den Einsatz von Substanzen wie 
Cholinesterasehemmer, die den Abbau von Acetylcholin hemmen und damit 
das cholinerge Defizit ausgleichen können [72]. Beispielsweise konnte die 
Wirksamkeit des Cholinesterasehemmers Rivastigmin in einer 





bessern Cholinesteraseinhibitoren auch neuropsychiatrische Störungen [73]. 
Wenn eine darüber hinausgehende Medikamentation notwendig sein sollte, 
sollte unbedingt auf klassische Neuroleptika verzichtet und auf atypische 
zurückgegriffen werden [68]. Klassische Neuroleptika führen häufig zu 
schweren motorischen und autonomen Störungen oder gehen sogar mit einem 
malignen neuroleptischen Syndrom einher [74]. Da für das Parkinson-Syndrom 
wie beim IPS ein Dopaminmangel angenommen werden kann, konzentriert sich 
die medikamentöse Therapie darauf, dieses auszugleichen. Dabei konnte für L-
Dopa eine Wirksamkeit nachgewiesen werden, auch wenn das Ansprechen auf 
diese Therapie geringer ist als beim IPS [75, 76]. 
1.3 Genetik des Parkinson-Syndroms 
In der Ätiologie des Parkinson-Syndroms sprach zunächst wenig für eine 
genetische Ursache. Es wurden vor allem Umweltfaktoren und Infektionen mit 
dem Parkinson-Syndrom in Verbindung gebracht. So gab es nach dem ersten 
Weltkrieg Berichte über ein Parkinson-Syndrom in der Folge einer Enzephalitis 
(Encephalitis lethargica [77]). Außerdem beobachtete man in den achtziger 
Jahren des letzten Jahrhunderts, dass sich nach missbräuchlicher intravenöser 
Injektion von MPTP ein schweres Parkinson-Syndrom einstellte [78]. Auch 
Zwillingsstudien konnten lange Zeit keine erhöhte Konkordanz bei eineiigen im 
Vergleich zu zweieiigen Zwillingen nachweisen [79]. Später konnte jedoch 
durch den Einsatz der PET gezeigt werden, dass auch bei einem Teil der nicht 
erkrankten Zwillingen eine Reduktion der präsynaptischen dopaminergen 
Terminale nachweisbar ist und dass es zu einer schnelleren Degeneration 
dopaminerger Neurone bei nicht erkrankten eineiigen Zwillingen im Vergleich zu 
zweieiigen kommt [80]. Außerdem werden seit der Entdeckung einer Mutation 
im SNCA-Gen, die zu einem familiären Parkinson-Syndrom führt [81], immer 
mehr genetische Hintergründe bekannt [3]. Die familiären Formen des 
Parkinson-Syndroms machen zwar nur einen geringen Anteil an allen 
Erkrankungsfällen aus [2]. Neuere histologische, genetische und 
molekularbiologische Erkenntnisse legen jedoch nahe, dass zumindest einige 





Fällen eine wichtige Rolle spielen [5]. Somit hat die Entdeckung dieser Gene 
unser Wissen über die molekulargenetischen Hintergründe des Parkinson-
Syndroms extrem erweitert. Tabelle 5 gibt einen Überblick über alle bisher 
identifizierten Gene und Genloci, die mit PARK1-20 bezeichnet werden. 
 
Tabelle 5: Überblick über alle bisher identifizierten PARK-Loci mit 
Vererbungsmechanismus, Erkrankungsalter und wichtigsten pathologischen 
Veränderungen (AD = autosomal dominant, AR = autosomal rezessiv, X = X-
chromosomal, LK = Lewy-Körper, Deg. = Degeneration, NFT = Alzheimer-










PARK1 4q21 SNCA,  
α-Synuklein 
AD früh Nigrale Deg. 
mit LK 
[5, 6, 81] 
PARK2 6q25-27 Parkin, Parkin AR früh Nigrale Deg. 
ohne LK 
[5, 6, 82] 
PARK3 2p13 SPR ? AD spät Nigrale Deg. 
mit LK, NFT 
[83-85] 
PARK4 4q21 SNCA,  
α-Synuklein 
AD früh Nigrale Deg. 
mit LK 
[5, 6, 86, 
87] 
PARK5 4p14 UCH-L1, 
UCH-L1 
AD mittel ? [5, 6, 88] 
PARK6 1p35-36 PINK1, PINK1 AR früh Nigrale Deg. 
mit LK 
[5, 6, 89] 
PARK7 1p36 DJ-1, DJ-1 AR früh ? [5, 6, 90] 
PARK8 12cen LRRK2, 
LRRK2,  
AD spät Nigrale Deg., 
aSYN u. Tau-
Pathologie 
[5, 6, 91] 
PARK9 1p36 ATP13A2, 
ATPase13A2 
AR früh ? [92, 93] 
PARK10 1p32 EIF2B3 ? 
HIVEP3 ? 
USP24 ? 
AD spät ? [94-97] 





X spät ? [101, 102] 
PARK13 2p12 HTRA2, 
HtrA2 
AD spät LK [103] 







PARK15 22q12.3 FBXO7, 
F-box7 
AR früh Nigrale Deg. 
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PARK16 1q32 ? ? ? ? [109, 110] 
PARK17 16q12 VPS35, VPS35 AD spät ? [111, 112] 
PARK18 3q27.1 EIF4G1, 
eiF4G1 
AD spät Lewy-Körper, 
NFT ? 
[113, 114] 
PARK19 1p31.3 DNAJC6, 
DnaJC6 
AR juvenil ? [115, 116] 
PARK20 21q22.2 SYNJ1, 
Synaptojanin1 
AR juvenil Nigrale Deg.? [117, 118] 
 
Als sicher pathogene Gene gelten bisher PARK1, 2, 4, 6, 7 und 8 [6]. Die mit 
PARK9, 14 und 15 bezeichnete Formen gelten als Multisystemerkrankungen, 
bei denen neben der Parkinson-Symptomatik auch eine Spastik und eine 
Demenz auftreten können. Sie werden deshalb nicht im engeren Sinne zu den 
erblichen Parkinson-Syndromen gerechnet [6]. Der Status der übrigen PARK-
Loci ist noch nicht eindeutig geklärt. Darüber hinaus gibt es Hinweise auf 
weitere Gene, die einen Risikofaktor für die Entwicklung eines IPS darstellen. 
Beispielsweise gehen heterozygote Mutationen im Glucocerebrosidase-(GBA-) 
Gen, die im homozygoten Zustand den Morbus Gaucher verursachen, mit 
einem erhöhten Risiko einher, an einem IPS zu erkranken [119]. Durch 
Koppelungsanalysen oder die Entdeckung neuer Interaktionspartner der bereits 
bekannten Gene ist davon auszugehen, dass die Liste der PARK-Loci zukünftig 
noch erweitert werden wird. Im Folgenden wird auf PARK1/4 (SNCA) näher 
eingegangen, um relevante Informationen bzgl. des Gens, mit dem sich diese 
Arbeit beschäftigt, darzustellen. 
1.4 PARK1/4 (SNCA) und sein Genprodukt α-Synuklein (aSYN) 
1.4.1 Überblick 
aSYN wurde erstmals 1988 durch Maroteaux und Kollegen [120] beschrieben. 
Bereits damals erkannten die Forscher, dass das Protein besonders in 
Neuronen exprimiert wird, vor allem an den präsynaptischen Endigungen und 
am Zellkern vorkommt und eine Assoziation zum axonalen Transport und zu 





Hauptfunktion des Proteins wohl in der Aufrechterhaltung des synaptischen 
Vesikelpools liegen dürfte [121]. Allerdings sind die genauen 
molekularbiologischen Mechanismen noch immer nicht geklärt und 
erschwerend kommt hinzu, dass es eine Vielzahl anderer zellulärer Prozesse 
gibt, an denen aSYN beteiligt zu sein scheint [121]. SNCA war das erste Gen, 
das mit der Parkinson-Erkrankung in Verbindung gebracht wurde [5]. Sowohl 
Punktmutationen [81, 122, 123] als auch Multiplikationen [86, 87] des Gens 
führen zu seltenen familiären Parkinson-Erkrankungen. Darüber hinaus ist das 
durch SNCA kodierte Protein aSYN Hauptbestandteil der LK und Lewy-
Neuriten, die als wichtige pathologische Kennzeichen sowohl in familiären als 
auch in sporadischen Fällen der Parkinson-Erkrankung zu finden sind [18]. 
Neben den neuropathologischen Hinweisen, dass aSYN auch mit den häufigen 
sporadischen Fällen verknüpft ist, zeigten große genomweite 
Assoziationsstudien eine eindeutige Assoziation von bestimmten allelischen 
Varianten des Gens mit der Erkrankung [109, 110, 124]. Diese Assoziation 
konnte durch Gründemann und Kollegen [125] bekräftigt werden. Sie konnten 
zeigen, dass überlebende dopaminerge Neuronen in der SN von IPS-Patienten 
signifikant höhere SNCA mRNA-Level aufwiesen als entsprechende Neuronen 
nicht erkrankter Personen. Somit scheint dem Gen bzw. dem seinem 
Genprodukt aSYN eine Schlüsselrolle sowohl in der Pathogenese von 
familiären als auch von sporadischen Parkinson-Erkrankungen zuzukommen. 
1.4.2 Physiologie 
Wie bereits erwähnt hat aSYN eine wichtige Aufgabe in der Aufrechterhaltung 
des synaptischen Vesikelpools und der präsynaptischen Funktion [121]. Darauf 
lassen vor allem die hohe Konzentration des Proteins in den präsynaptischen 
Endigungen sowie elektrophysiologische Untersuchungen an Knock-out-
Mäusen schließen [126, 127]. Diese Funktion scheint besonders für die 
Dopaminausschüttung wichtig zu sein. Mehrere Studien kommen zu dem 
Ergebnis, dass das Protein aktivitätsabhängig die Ausschüttung des 
Neurotransmitters verringern kann [128, 129]. Folglich entstehen dadurch auch 





Wirkung haben könnte. Die Hypothese der neuroprotektiven Wirkung wird durch 
weitere Befunde gestützt. So konnte gezeigt werden, dass aSYN Zellen gegen 
oxidativen Stress und andere Schädigungen schützt [130, 131]. Diese 
schützende Wirkung könnte zum einen durch die Aktivierung des 
Hitzeschockproteins Hsp70 und zum anderen durch die strukturelle Ähnlichkeit 
von aSYN zu kleinen Hitzeschockproteinen bedingt sein [132]. aSYN zeigt 
darüber hinaus strukturelle und vor allem funktionelle Homologien zu anderen 
Chaperonklassen außer den kleinen Hitzeschockproteinen [133]. Es fungiert 
damit also auch als Chaperon [134]. Diese Funktion scheint u.a. für den Aufbau 
von SNARE-Proteinen, die für die Verschmelzung von Neurotransmittervesikeln 
mit der Plasmamembran entscheidend sind, wichtig zu sein [135]. Diese 
Beobachtung unterstreicht erneut die wichtige Rolle des Proteins bei der 
Aufrechterhaltung des synaptischen Vesikelpools und der 
Neurotransmitterfreisetzung. Neben der schützenden Wirkung für Neurone ist 
aSYN jedoch auch in der Regulation von Mechanismen, die zur 
Neurodegenration führen, beteiligt. Beispielsweise hemmt es die Aktivität des 
Proteasoms [136], das für den Abbau fehlgefalteter Proteine entscheidend ist. 
Besonders dopaminerge Neurone scheinen anfällig für die Belastung durch 
ungefaltete Proteine zu sein und könnten so in den Zelltod getrieben werden 
[137]. 
1.4.3 Pathophysiologie 
Der Zusammenhang zwischen SNCA bzw. α-Synuklein und der Parkinson-
Erkrankung ist unbestritten und konnte über viele unterschiedliche 
Beobachtungen hergestellt werden (siehe Abschnitt 1.4.1). Ähnliches gilt für die 
anderen Synukleinopathien. Der genaue Pathomechanismus ist dennoch 
unklar. Seit die Assoziation zwischen aSYN und neurodegenerativen Prozessen 
bekannt ist, wurden hierzu einige Hypothese postuliert, von denen die 
wichtigsten im Folgenden dargestellt werden. Bei vielen dieser Hypothesen 
scheint die Gendosis von SNCA oder die Aminosäuresequenz des Proteins 
entscheidend zu sein [121]. Dies steht im Einklang sowohl mit den 





messen lassen [138], als auch mit den bekannten Mutationen, die Einfluss auf 
die Aminosäureabfolge haben. 
Eine Hypothese, wie es zur Neurodegeneration durch aSYN kommt, bezieht 
sich auf den bereits unter Abschnitt 1.4.2 beschriebenen Einfluss des Proteins 
auf die Proteasomaktivität. Hierbei könnte es durch erhöhte aSYN-Level zur 
Hemmung des Proteasoms und so zum Zelltod kommen. Ein anderer Ansatz 
stützt sich auf den Dopaminmetabolismus. Hierbei entstehen reaktive 
Sauerstoffspezies und andere hoch reaktive Substanzen, die oxidativen Stress, 
mitochondriale Dysfunktionen und Zelltod auslösen können [121]. Dabei wurde 
beobachtet, dass bei einer Überexpression von SNCA, insbesondere seiner 
mutierten Formen, überproportional viele solcher für die Zellen toxischer 
Substanzen entstehen und diese schädigen [139]. Ein weiterer Ansatz, bei dem 
die Gendosis von SNCA entscheidend sein könnte, begründet sich in der 
Beobachtung, dass man bei vielen neurodegenerativen Erkrankungen vermehrt 
aktivierte Mikrogliazellen findet [140]. Diese können über entzündliche Prozesse 
zur Neurodegeneration bei der Parkinson-Erkrankung führen [141, 142]. aSYN 
wird dabei als Aktivator der Mikroglia diskutiert. Zumindest konnte dies an einer 
Zelllinie gezeigt werden [143]. Neben der Parkinson-Erkrankung finden sich 
aktivierte Mikrogliazellen, die zur Neurodegeneration führen, auch bei der MSA 
[144]. 
Unter Abschnitt 1.4.2 wurden auch einige neuroprotektive Mechanismen, an 
denen aSYN beteiligt ist, beschrieben. Eine Verringerung des Proteins könnte 
daher auch zum Untergang von Neuronen führen. Dies klingt zunächst 
verwirrend, da sich alle bisher beschriebenen pathophysiologischen Prozesse 
auf eine Erhöhung der Gendosis bezogen. Der Prozess wird jedoch 
verständlich, wenn man die Aggregation von aSYN bei den neurodegenerativen 
Erkrankungen mit einbezieht. Bei diesem Vorgang fällt das eigentlich lösliche 
Protein aus und verliert seine physiologische Funktion. Die Aggregation selbst 
wird dabei durch eine erhöhte Konzentration oder veränderte Struktur des 
Proteins begünstigt [121]. Neben dem Effekt, dass weniger funktionsfähiges 
aSYN zur Verfügung steht, konnte zudem gezeigt werden, dass die Aggregate 





Schlüsselereignis in der Pathogenese der Parkinson-Erkrankung und 
verwandter neurodegenerativer Erkrankungen [121]. 
Weitere Mechanismen, die in der Pathophysiologie in Betracht gezogen 
werden, sind die Bildung von Poren in der Zellmembran, die Hemmung des 
axonalen Transports sowie Schädigungen im Bereich des endoplasmatischen 
Retikulums und der Mitochondrien [121]. 
1.4.4 Aufbau des Gens 
SNCA befindet sich auf dem langen Arm des Chromosoms 4 (4q21.3-q22) [146] 
und besteht aus sechs Exons [147], von denen fünf proteinkodierend sind (Abb. 
1). Das Startcodon ATG wird von Exon 2, das Stopcodon TAA von Exon 6 
kodiert [121]. Die mRNA kann unterschiedlich gespleißt werden, was zu vier 
verschiedenen Isoformen führt. Die vorherrschende Isoform ist 140 
Aminosäuren lang [148]. Eine zweite Isoform besteht aus 126 Aminosäuren und 
entsteht durch eine Deletion des Exons 3 [149]. Bei der dritten Isoform, die aus 
112 Aminosäuren besteht, wird Exon 5 heraus gespleißt [149]. Die vierte 
Isoform, bei der sowohl Exon 3 als auch Exon 5 fehlen, ist 98 Aminosäuren lang 
[150] (Abb. 1). 
 
 
Abb. 1: SNCA-Gen und mRNA-Varianten: 
Dargestellt sind die Exons (schwarze Boxen) im Bereich des SNCA-Locus. Darunter 
die bekannten Spleißvarianten der mRNA mit Angabe der Aminosäurelänge der jeweils 
daraus resultierenden Isoform (AA = Aminosäuren). (modifiziert nach [121]) 
 
SNCA wird in vielen Bereichen des Hirns stark exprimiert [5]. Der Promotor 
erstreckt sich auf einen Bereich ca. 10 kb upstream des Startcodons und 





enthält zahlreiche mögliche Bindungsstellen [147] sowohl für transkriptionale 
Enhancer- als auch für Suppressorelemente [151, 152]. Dennoch ist über die 
Initiation der Transkription durch solche Elemente nur wenig bekannt. 
Möglicherweise sind Wachstumsfaktoren wie NGF und bFGF in der Lage, die 
Genexpression von SNCA zu erhöhen [154]. Außerdem wurden acht Regionen 
im Promotorbereich beschrieben, die den Transkriptionsfaktor (TF) C/EBPβ 
binden können. C/EBPβ könnte die Expression von SNCA unter dem Einfluss 
von Dopamin erhöhen [155]. Darüber hinaus wurden die beiden 
Zinkfingerproteine GATA2 und ZSCAN21 als TF für SNCA identifiziert [152, 
153]. Für beide konnte gezeigt werden, dass sie die Expression von SNCA in 
Zellmodellen erhöhen und dass siRNA gegen GATA2 bzw. ZSCAN21 in Lage 
ist, die aSYN-Level in diesen Zellen zu erniedrigen [152, 153]. Die Rolle zweier 
weiterer TF, ZNF219 und Pax6, ist unklar, da sie je nach Zelltyp und dem 
Vorhandensein bzw. Fehlen von weiteren Faktoren sowohl als Enhancer als 
auch als Suppressor fungieren können [152, 156]. Zuletzt konnte gezeigt 
werden, dass 27-Hydroxycholesterol (27-OHC) über Liver X Rezeptoren (LXR) 
an den SNCA-Promotor bindet und die Expression des Gens erhöht [157]. Auf 
TF, die für diese Arbeit wichtig sind, wird im Abschnitt 1.5 eingegangen. 
Darüber hinaus scheinen Polymorphismen im SNCA-Gen die Expression zu 
beeinflussen. Zunächst wurde dabei ein Dinukleotid-Repeat-Polymorphismus 
(NACP-Rep1) im 5‘-Promotor entdeckt, der abhängig von seiner Länge mit 
einem erhöhten Risiko einhergeht, an einem Parkinson-Syndrom zu erkranken 
[158]. Dieses Risiko lässt sich möglicherweise auf eine erhöhte Transkription 
zurückführen [151], was sich im Einklang mit dem Effekt der bereits erwähnten 
Gen-Multiplikationen befindet, die zu seltenen familiären Parkinson-
Erkrankungen führen. Neben diesem Dinukleotid-Polymorphismus zeigte sich, 
dass Polymorphismen einzelner Nukleotide, die vor allem in nicht-kodierenden 
DNA-Abschnitten vorkommen, mit einem erhöhen Risiko einhergehen, an 
einem IPS zu erkranken [159]. Auch in diesen Fällen lässt sich das Risiko 
wahrscheinlich auf erhöhte aSYN-Level zurückführen [160]. Auf diese sog. 






1.5 Transkriptionsfaktoren für SNCA 
Bisher wurden in der Literatur im Wesentlichen sechs TF beschrieben, die die 
Genexpression von SNCA steuern könnten [152, 153, 155-157]. In dieser Arbeit 
wurden drei dieser TF (C/EBPβ, GATA2 und ZSCAN21) untersucht, die im 
Folgenden näher charakterisiert werden. Diese wurden ausgewählt, da sie zum 
Beginn der Untersuchungen am ehesten als aktivierende Elemente der 
Genexpression von SNCA infrage kamen. Bei den TF ZNF219 und Pax6 ist 
unklar, ob sie als Enhancer oder Suppressor fungieren [152, 156]. 27-OHC 
wurde erst später identifiziert [157]. 
1.5.1 C/EBPβ (CCAAT/enhancer binding protein beta) 
Der TF C/EBPβ gehört zur Familie der C/EBP-TF, die aus mindestens fünf 
eindeutig dieser Familie zuordenbaren Isoformen besteht (C/EBPα, C/EBPβ, 
C/EBPγ, C/EBPδ, C/EBPε) [161]. C/EBPβ hat eine molekulare Masse von 32 
kDa [161] und wurde zuerst als TF für leberspezifische Gene beschrieben [162]. 
Später zeigte sich, dass der TF an der Regulation des Wachstums und der 
Differenzierung vieler verschiedener Zelltypen beteiligt ist [163]. Dies gilt 
insbesondere auch für neuronale Zellen [163]. Wie alle C/EBP-TF hat auch 
C/EBPβ eine hoch konservierte DNA-Bindungsdomäne und zählt zu den 
Leucin-Zipper-TF [161, 163]. TF aus der C/EBP-Familie interagieren häufig 
miteinander oder mit TF aus anderen TF-Familien, um dann als Dimer an die 
DNA binden zu können [161, 164]. Das Gen, das für C/EBPβ kodiert, befindet 
sich auf Chromosom 20q13.1 [165] und wird in vielen verschiedenen Zelltypen 
und Geweben exprimiert [164], darunter auch neuronale [166]. In Bezug auf 
den Menschen wurde das Protein bisher lediglich im frontalen Kortex 
nachgewiesen [167]. Für die Aktivität des TF scheinen auch posttranskriptionale 
Modifikationen eine Rolle zu spielen [161]. So konnte gezeigt werden, dass die 
Aktivität beispielsweise durch Phosphorylierung ansteigt [168, 169]. 
1.5.2 GATA2 
Der TF GATA2 hat eine molekulare Masse von ca. 50 kDa [170] und gehört zur 





GATA1-6 bezeichnet und können in zwei Gruppen eingeteilt werden [172]: Die 
TF GATA1-3 kommen hauptsächlich in Zellen der Hämatopoese vor und sind 
dort wichtig für die Differenzierung von myeloischen und lymphatischen Zellen. 
Dagegen finden sich die TF GATA4-6 hauptsächlich in Geweben meso- und 
endodermalen Ursprungs. Darüber hinaus zeigte sich jedoch, dass GATA2 und 
GATA3 auch in Hirn und Rückenmark exprimiert werden und dort in 
Entwicklungsprozesse involviert sind [173, 174]. Im Hinblick auf menschliches 
Hirngewebe konnte GATA2 in der SN und im frontalen Kortex auf Proteinebene 
nachgewiesen werden [153]. Die DNA-Bindungsdomäne der GATA-TF ist hoch 
konserviert [171] und entspricht der Konsensussequenz (T/A)GATA(A/G), die 
erstmals durch Evans et al. beschrieben wurde [175]. Von dieser Sequenz leitet 
sich auch der Name der TF-Familie ab. Die DNA-Bindungsdomäne besteht aus 
zwei Zinkfingern, die nicht nur für die Bindung an die DNA sondern auch für 
Interaktionen mit anderen Transkriptions- und/oder Co-Faktoren wichtig sind 
[171]. Für die Bindungseigenschaften der GATA-TF sind diese Interaktionen 
ebenso wichtig wie posttranskriptionale Modifikationen [171]. 
1.5.3 ZSCAN21 (zinc finger and SCAN domain containing 21) 
ZSCAN21 gehört wie die GATA-TF zur großen Gruppe der Zinkfinger-TF [176], 
die eine der größten Proteingruppen des menschlichen Genoms darstellen 
[177]. Da ZSCAN21 zusätzlich über eine sog. SCAN-Domäne verfügt, ein 
evolutionär konserviertes Motiv aus 84 Aminosäuren [176, 178], kann es dieser 
Subgruppe der Zinkfinger-TF zugeordnet werden, die ausschließlich bei 
Wirbeltieren zu finden ist [177]. Beim Menschen sind 64 derart aufgebauter TF 
beschrieben worden [176]. Wie fast alle TF dieser Subgruppe besteht 
ZSCAN21 aus Cys2Hiss-Zinkfingerproteinen vom Krüppel-Typ [176]. Dabei 
besitzt das Protein sieben solcher Zinkfinger, die am C-Terminus lokalisiert sind 
[176, 179]. Diese Zinkfinger dienen nicht nur zur DNA-Bindung, sondern sind 
auch für Interaktionen mit anderen zellulären Faktoren wichtig [176, 178]. Bei 
der SCAN-Domäne handelt es sich um eine N-terminal lokalisierte Region des 
Proteins, die reich an Leucin ist [178] und über die es zu Interaktionen mit 





Proteinen kommen kann [180]. Sowohl über die Zinkfinger als auch über die 
SCAN-Domäne bildet ZSCAN21 Homo- und Heterodimere aus, die 
entscheidend für die DNA-Bindung sind [176, 178]. Die Funktion vieler 
Zinkfinger-TF, die eine SCAN-Domäne enthalten, ist bisher unbekannt. 
ZSCAN21 konnte zunächst mit der Spermatogenese [179] sowie mit der 
Proliferation von Vorläuferzellen während der Embryogenese des Kleinhirns 
und der Haut [181] in Verbindung gebracht werden. Der TF wird wie viele TF 
dieser Gruppe relativ schwach in vielen Geweben exprimiert, u.a. auch im ZNS 
[176, 182]. Bislang gab es jedoch keine Studie, die den TF in menschlichem 
Hirngewebe auf Proteinebene nachgewiesen hat. Die molekulare Masse des 
Proteins wird mit ca. 54 kDa angegeben [183]. 
1.6 Single-nucleotide-polymorphisms (SNPs) 
1.6.1 Überblick 
Durch Sequenzierungsexperimente konnte gezeigt werden, dass die Genome 
verschiedener Menschen zu 99,9% identisch sind [184]. Damit unterscheiden 
sich Individuen in 0,1% der DNA-Sequenz, was bei einer Genomgröße von ca. 
3 x 109 Basenpaaren [185] 3 000 000 Basenpaaren entspricht. Etwa 90% 
dieser Unterschiede gehen auf einzelne Basenpaarvariationen zurück [186] und 
werden mit dem englischen Begriff Single-nucleotide-polymorphism (SNP) 
bezeichnet. In der Terminologie werden diese Einzel-Nukleotid-Variationen 
oftmals willkürlich von den „klassischen Mutationen“ dadurch abgegrenzt, dass 
SNPs in der allgemeinen Bevölkerung mit einer Frequenz ≥1% vorkommen 
[187]. Die restlichen 10% der Basenpaarvariationen werden beispielsweise 
durch sog. Mini- oder Mikrosatelliten, Wiederholungen einfacher 
Sequenzmotive wie A, AC, AAT, AAC u.a. [185, 188], oder auch durch kleinere 
Insertionen und Deletionen (sog. „InDels“) ausgemacht, die bereits vor den 
SNPs entdeckt wurden. Heute sind insgesamt etwa 18 Millionen SNPs in den 
menschlichen Genomen beschrieben [189]. SNPs sind nicht gleichmäßig über 
das Genom hinweg verteilt, sondern kommen an manchen Stellen wesentlich 
häufiger vor als an anderen [190]. Außerdem zeigte sich, dass SNPs i.d.R. nur 





würde. Da jedes der vier Nukleotide an jeder Stelle des Genoms vorkommen 
kann, ist dies prinzipiell zwar möglich [188, 190], tatsächlich kommen tri- oder 
tetraallelische Polymorphismen jedoch fast nicht vor [190]. Der Grund hierfür ist, 
dass SNPs durch Punktmutationen entstehen, die relativ stabil weitervererbt 
werden und es äußerst unwahrscheinlich ist, dass in den nachfolgenden 
Generationen erneut eine Mutation an genau der gleichen Stelle auftritt [188]. 
Das häufigere der beiden Allele wird dabei als „major allele“ das seltenere als 
„minor allele“ bezeichnet und die Häufigkeit in einer Population 
dementsprechend als „major allele frequency“ bzw. als „minor allele frequency“ 
angegeben [187]. SNPs können eingeteilt werden in solche, die in kodierenden 
Regionen vorkommen und in SNPs, die in nicht-kodierenden Regionen liegen 
[187, 190]. SNPs in kodierenden DNA-Regionen sind wesentlich seltener und 
werden weiter unterteilt in synonyme und nicht-synonyme kodierende SNPs 
[187, 190, 191]. Im Gegensatz zu den nicht-synonymen SNPs verändern 
synonyme SNPs die Aminosäuresequenz des Proteins, für das der jeweilige 
DNA-Abschnitt kodiert, nicht [187, 191]. Der Zusammenhang zwischen nicht-
synonymen SNPs und bestimmten Erkrankungen scheint offensichtlich: Durch 
eine veränderte Aminosäuresequenz eines Proteins ändert sich dessen Struktur 
und damit auch seine Funktion [187]. Dennoch können auch synonyme SNPs 
und SNPs in nicht-kodierenden Regionen mit bestimmten Erkrankungen in 
Verbindung gebracht werden [159, 192, 193]. Sie verändern zwar nicht direkt 
die Aminosäuresequenz, sie können jedoch indirekt die Transkription und 
Translation eines Proteins beeinflussen [187, 191]. Denkbar ist, dass solche 
SNPs die Bindung von TF oder anderen regulatorischen Proteinen an die DNA 
verändern [191, 194]. Durch nicht-kodierende oder synonyme SNPs kann es 
zudem zu einem alternativen Spleißen der mRNA kommen [195]. Außerdem 
können sich solche SNPs auf die RNA-Stabilität und Sekundärstruktur 
auswirken [196]. Letztlich könnte die Geschwindigkeit und die Genauigkeit der 
Translation beeinflusst werden, beispielsweise dadurch, dass der Pool an tRNA 
passend zu den alternativen Codons begrenzt ist [191]. Im Folgenden wird auf 






1.6.2 Zusammenhänge zwischen SNPs im SNCA-Gen und dem IPS 
Wie bereits im Abschnitt 1.4.4 erwähnt konnten einige SNPs im SNCA-Gen 
identifiziert werden, die mit einem erhöhten Risiko einhergehen, an einem IPS 
zu erkranken [159, 197-199]. Dabei zeigte die Studie von Müller et al. [159], 
dass heterozygote Träger des Risikohaplotyps ein 1,4-fach erhöhtes Risiko 
haben, an Parkinson zu erkranken. Das relative Risiko für homozygote Träger 
betrug ca. 2. Die durch die vier Studien identifizierten SNPs finden sich vor 
allem im 5‘-Promotorbereich und in der 3‘-Region von SNCA. Keiner dieser 
SNPs befindet sich in einer kodierenden Region. Wie diese SNPs das Risiko 
genau beeinflussen ist unklar. Allerdings konnten mehrere Studien zeigen, dass 
SNPs, die das Risiko erhöhen, an einem IPS zu erkranken, mit erhöhten aSYN-
Level im Blut und Hirn einhergehen [160, 200, 201]. Daher scheinen diese 
SNPs die Expression von SNCA zu beeinflussen. Wie SNPs in nicht-
kodierenden Regionen die Genexpression verändern können, wurde bereits in 
Abschnitt 1.6.1 geschildert. Allerdings ist unklar, ob diese Mechanismen durch 
die identifizierten SNPs selbst oder durch andere Polymorphismen, die mit 
diesen SNPs zusammen vererbt werden, ausgelöst werden. Genomweite 
Assoziationsstudien konnten jedoch bestätigen, dass SNPs in nicht-
kodierenden Regionen des SNCA-Gens mit einem erhöhten Risiko 
einhergehen, an einem IPS zu erkranken [124]. 
1.6.3 Zusammenhänge zwischen SNPs im SNCA-Gen und der MSA sowie 
der DLB 
Bisher wurden nur sehr wenige Studien publiziert, die sich mit den 
Zusammenhängen zwischen SNPs im SNCA-Gen und der MSA bzw. der DLB 
befassen. Besonders für die DLB ist die Datenlage gering. Die größte Studie 
hierzu, die erstmals signifikante Ergebnisse zeigt, wurde erst kürzlich 
veröffentlicht [202]. 
Im Gegensatz zur Parkinson-Erkrankung wurden bislang keine Mutationen im 
SNCA-Gen entdeckt, die zu einer erblichen Form der MSA führen. Da die 
sporadisch auftretende Erkrankung jedoch auch aSYN-Ablagerungen aufweist 





sporadisch auftretenden IPS eine Rolle spielen könnten. Tatsächlich konnten 
einige Studien eine Assoziation zwischen SNPs im SNCA-Gen und dem 
Auftreten einer MSA nachweisen [192, 203, 204]. Das Risiko lag dabei je nach 
SNP und Studie für heterozygote Träger des Risikohaplotyps bei 1,3-1,75-fach 
und für homozygote Träger bei bis zu 5,9-fach höher als ohne Risikohaplotyp 
[192, 204]. Die durch die Studien identifizierten SNPs befinden sich im Intron 4 
und in der 3‘-Region von SNCA. Wie beim IPS liegt keiner dieser SNPs in einer 
kodierenden Region. Aufgrund dieser Befunde kann ein ähnlicher Mechanismus 
wie beim IPS angenommen werden, auch wenn es bislang keine Studien gibt, 
die den Zusammenhang zwischen der Gendosis und den Risiko-SNPs 
untersucht haben. 
Lange Zeit existierte nur eine Studie [193], die die Zusammenhänge zwischen 
SNPs im SNCA-Gen und der DLB untersuchte. In dieser zeigte sich zwar ein 
Trend, dass die DLB mit bestimmten SNPs assoziiert sein könnte, statistische 
Signifikanz konnte jedoch für keinen dieser SNPs nachgewiesen werden. In 
einer erst kürzlich veröffentlichten Studie von Bras et al. [202] konnte nun eine 
statistisch signifikante Assoziation zwischen SNPs im SNCA-Gen und der DLB 
nachgewiesen werden. Besonders interessant an diesen Ergebnissen ist, dass 
andere SNPs als beim IPS statistische Signifikanz zeigten. Bei der DLB liegen 
diese vermehrt in der 5‘-Region, beim IPS eher in der 3‘-Region von SNCA. 
Gemeinsam ist den SNPs erneut, dass sie in nicht-kodierenden Regionen 
liegen. Es kann folglich auch für die DBL ein ähnlicher Mechanismus wie beim 
IPS und der MSA angenommen werden, auch wenn diese Annahme noch 
durch weitere Studien belegt werden muss. 
1.7 Zielsetzung und Fragestellungen der Arbeit 
Wie aus den vorherigen Abschnitten hervorgeht sind besonders das IPS und 
die DLB häufige Erkrankungen, für die bislang keine kausale Therapie existiert. 
Dies stellt uns bereits heute vor große Herausforderungen und wird es zukünftig 
noch stärker, da mit der zunehmenden Lebenserwartung der Bevölkerung damit 
zu rechnen ist, dass die Zahl dieser Erkrankungen weiter ansteigen wird. Eine 





Genprodukt aSYN ein. Diese konnten sowohl auf genetischer als auch auf 
pathologischer Ebene mit dem IPS, der MSA und der DLB in Verbindung 
gebracht werden. Für die Pathogenese scheint besonders die Gendosis 
entscheidend zu sein. Dies gilt insbesondere für die häufigste Erkrankung unter 
den Synukleinopathien, dem sporadisch auftretenden IPS. Ein entscheidender 
Schritt in der Genexpression und damit für die Gendosis ist die Initiation der 
Transkription durch TF. Dies ist auch im Hinblick auf eine zukünftige kausale 
Therapie wichtig, da TF einen pharmakologischen Ansatzpunkt bieten, um die 
Genexpression zu modulieren. Über TF des SNCA-Gens ist bisher nur wenig 
bekannt. Sämtliche Erkenntnisse beruhen auf Untersuchungen an speziellen 
Zellmodellen. Zentrale Fragestellungen dieser Arbeit sind deshalb: 
- Sind die bisher identifizierten TF für SNCA auf Proteineben in 
menschlichem Hirngewebe vorhanden, und wenn ja 
- binden diese tatsächlich an die DNA und spielen so als Initiatoren der 
Transkription eine wichtige Rolle  in der Genexpression? 
- Falls sich solche Interaktionen nachweisen lassen: Wie sind die 
Bindungseigenschaften der TF an die DNA beschaffen? 
Da auch SNPs die Genexpression von SNCA verändern können und dies u.a. 
durch die Beeinflussung der Bindung von TF an die DNA geschehen könnte, 
ergab sich eine weitere Fragestellung: 
- Falls sich Interaktionen der identifizierten TF mit der DNA nachweisen 
lassen: Sind die Bindungsstellen der TF bei IPS-Patienten durch SNPs 
verändert?




2. Material und Methoden 
2.1 Materialien 
2.1.1 Geräte und Software 




















Systec VX-150, Systec GmbH, Deutschland 
Heidolph MR 3000, Heidolph Instruments GmbH 
& Co. KG, Deutschland 
SCHOTT® Instruments BlueLine Elektroden, SI 
Analytics GmbH, Deutschland 
Eppendorf Research Plus, Eppendorf AG, 
Deutschland 
Stuart gyro-rocker SSL3, Bibby Scientific, UK 
Thermomixer comfort, Eppendorf AG, 
Deutschland und 
HTM130, HLC Biotech, Deutschland 
OHAUS Explorer® Pro, Ohaus Europe GmbH, 
Schweiz und 
SI-234, Denver Instrument GmbH, Deutschland 
Millipore Wasseraufbereitungsanlage mit Millipak 
0,22 µm Filter, Millipore, USA 
WB 10, P-D Industriegesellschaft mbH, 
Deutschland 
Eppendorf Centrifuge 5417R, 
Eppendorf Centrifuge 5415D und 
Eppendorf Centrifuge 5810 R, alle Eppendorf AG, 
Deutschland sowie 
Biofuge pico, Heraeus Holding GmbH, 
Deutschland 
 








Model 680 Microplate Reader und Software, Bio-
Rad Laboratories, USA 
Binder B 28, BINDER GmbH, Deutschland 










Fujifilm FPM 800A, FUJIFILM Japan 
PerfectBlue™ Double Gel System Twin S, 
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Deutschland 
15 ml Tissue Grinder Dounce mit dem Einsatz 
„loose“, Wheaton Science Products, USA 
Power supply consort E 835, Rhys Scientific Ltd, 
UK 
Mini-PROTEAN® 3 Cell, Bio-Rad Laboratories, 
USA 










NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 und 
Software, PEQLAB Biotechnologie GmbH, 
Deutschland 
15 ml Tissue Grinder Dounce mit dem Einsatz 
„loose“, Wheaton Science Products, USA 
LightCycler®480 und 
LightCycler®3-Software, Version 3.5, Roche, 
Schweiz 
Sonopuls, Bandelin electronic, Deutschland 






FUSION-SL und Software, Vilber Lourmat, 
Frankreich 
PerfectBlue™ Gelsystem Mini S, und 
PerfectBlue™ Gelsystem Maxi S, PEQLAB 
Biotechnologie GmbH, Deutschland 




Netzgerät Power supply consort E 835, Rhys Scientific Ltd, 
UK 





LightCycler®3-Software, Version 3.5, Roche, 
Schweiz 






ABI PRISM 3130xl Genetic Analyzer und 
Software, Applied Biosystems, USA 
Pregap4 und Gap4 Software, Staden Package, 
England 
PTC-220 Dyad PCR System, Bio-rad (MJ 
Research), USA 
2.1.2 Verbrauchsmaterialien und Kits 
Kit für die Proteinbestimmung 
Proteinbestimmungskit Pierce® BCA Protein Assay Kit von Thermo 
Scientific Inc., USA 










Amersham HyperfilmTM ECL, GE Healthcare, UK 
DUALXtract Nuclear and cytoplasmic protein 
extraction kit, Dualsystems Biotech AG, Schweiz 
Immun-BloTM PVDF Membrane 0,2 µm, Bio-Rad 
Laboratories, USA 
Whatman-Paper, Whatman plc., England 
GelshiftTM Chemiluminescent EMSA kit, Active 
Motif, Belgien 
Blotting-Nylon 66 membranes, type B, positive, 
Sigma Aldrich, USA 
 




Kit für die quantitative real-time PCR 
qRT-PCR-Kit LightCycler® 480 SYBR Green I Master, Roche, 
Schweiz 
 
Kit für die Schmelzkurvenanalysen 
Schmelzkurvenanalyse-Kit LightCycler®480 High Resolution Melting Master, 
Roche, Schweiz 
Kit für die Sequenzierungen 
Sequenzierungskit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, 
Applied Biosystems, USA 
2.1.3 Puffer, Lösungen und Reagenzien 



















Tris-Cl pH 7,7 
EDTA 1 mM 
EGTA 1 mM 
NaCl 150 mM 
Protease inhibitor cocktail, Roche, Schweiz 
Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad Laboratories, 
USA + 5% β-Mercaptoethanol 
25 mM Tris-Cl pH 8,3 
192 mM Glycin 
0,1 % SDS 
25 mM Tris-Cl pH 8,3 
192 mM Glycin 
20 % Methanol 
50 % Methanol 
0,05 % Coomassie brilliant blue R-250, Thermo 
Scientific Inc., USA 
10 % Essigsäure 
39,95 % ddH2O 













4X Tris-Cl/SDS pH 6,8 
 

















5 % Methanol 
7 % Essigsäure 
88 % ddH2O 
62,5 mM Tris-Cl pH 7,6 
2 % SDS 
100 mM β-Mercaptoethanol 
50 mM Tris-Cl pH 7,4 
150 mM NaCl 
0,1 % Tween 20 
0,5 M Tris-Cl pH 6,8 
0,4 % SDS 
1,5 M Tris-Cl pH 8,8 
0,4 % SDS 
TEMED 99%, p.a., Carl Roth GmbH, Deutschland 
89 mM Tris-Cl pH 8,0 
89 mM Borsäure 
2 mM EDTA 
Protein A Agarose und Protein G Agarose 1:1, 
beide Roche, Schweiz 
5 % Magermilchpulver in TTBS oder 
5 % bzw. 10 % Western Blocking Reagent, 
Roche, Schweiz in TTBS 
SeeBlue® Plus2 Prestained Standard, Invitrogen 
GmbH, Deutschland 
30 % Acrylamide/Bis Solution 29:1 und 
40 % Acrylamide Solution, beide Bio-Rad 
Laboratories, USA 
ImmobilonTM Western HRP Substrate Peroxide 
Solution, Millipore, USA 
 
 




































siehe Western Blotting, Immunopräzipitationen 
und EMSAs 
Dulbecco's PBS without Ca & Mg, PAA 
Laboratories GmbH, Österreich 
5 mM PIPES pH 8,0 
85 mM Kaliumchlorid 
0,5% NP-40 
Protease inhibitor cocktail, Roche, Schweiz 
50 mM Tris-HCl pH 8,1 
10 mM EDTA 
1% SDS 
Protease inhibitor cocktail, Roche, Schweiz 
20 mM Tris-HCl pH 8,0 
2 mM EDTA 
1% Triton X-100 
150 mM NaCl 
Protein A Agarose und Protein G Agarose 1:1, 
beide Roche, Schweiz mit 500 µg/ml BSA und 
200 µg/ml fragmentierter Salmon-Sperm-DNA, 
beide Sigma Aldrich, USA 
20 mM Tris-HCl pH 8,0 
2 mM EDTA 
1% Triton X-100 
0,1% SDS 
150 mM NaCl 
1 mM PMSF 
20 mM Tris-HCl pH 8,0 
2 mM EDTA 
1% Triton X-100 
0,1% SDS 
500 mM NaCl 




















1 mM PMSF 
10 mM Tris-HCl pH 8,0 
1 mM EDTA 
1% NP-40 
250 mM Lithiumchlorid 
1% Natriumdesoxycholat 
10 mM Tris-Cl pH 8,0 
1% SDS 
0,1 M Natriumhydrogencarbonat 
RNase A, Sigma Aldrich, USA 
Proteinase K, Qiagen, Deutschland 
Glycogen solution, 5 PRIME GmbH, Deutschland 
Roti®P/C/I, Carl Roth GmbH, Deutschland 
 












siehe Western Blotting, Immunopräzipitationen und 
EMSAs 
20 % Ficoll 400 
0,1 M Di-Natrium-EDTA pH 8,0 
1 % SDS 
0,25 % Bromphenolblau 
0,25 % Xylencyanol 
MetaPhor® Agarose, Biozym Scientific GmbH, 
Deutschland 





GoTaq® Flexi Buffer 
PCR Nucleotide Mix 














155 mM Ammoniumchlorid 
10 mM Kaliumhydrogenkarbonat 
0,1 mM EDTA 
75 mM NaCl 
25 mM EDTA 
siehe ChIP Assays 
siehe ChIP Assays 
2.1.4 Primer 
Alle Primer wurden mit dem Primer-designing-tool „Primer-BLAST“ des National 
Center for Biotechnology Information (NCBI), USA (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
tools/primer-blast) designt und durch das Tool „e-PCR“ (ebenfalls NCBI, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/epcr) auf ihre Spezifität hin überprüft. Die 
durch die Primer amplifizierten DNA-Abschnitte für die qRT-PCR hatten eine 
Länge von 77-262 bp. Die DNA-Abschnitte für die Schmelzkurvenanalysen und 
Sequenzierungen hatten eine Länge von 86-148 bp. Damit die Primer 
spezifisch waren, waren 3 unterschiedliche Anlagerungstemperaturen nötig. Die 
Spezifität wurde mittels Schmelzkurvenanalyse, durch Auftragen der PCR-
Produkte auf ein 2%-Agarosegel oder durch beide Methoden (je nach 
Experiment) bestätigt. Alle Primer wurden von metabion international AG, 
Deutschland hergestellt und waren HPLC aufgereinigt. Die folgenden Tabellen 





















































































































































































































Tabelle 10: Primer für die Schmelzkurvenanalysen und Sequenzierungen 

























Die folgenden Tabellen listen alle verwendeten Antikörper auf. Primäre 
Antikörper wurden für Western Blots, Immunopräzipitationen und für die ChIP 
Assays eingesetzt. Sekundärantikörper waren peroxidasegekoppelt und dienten 
dazu, die Primärantikörper, die für Western Blots und Immunopräzipitationen 
eingesetzt wurden, sichtbar zu machen. 
 










Santa Cruz (H-116) 
Santa Cruz (C-19) 
Santa Cruz (H-68) 











Thermo Scientific, Pierce (31461) 
2.1.6 Proben 
Post mortem Hirngewebe für Western Blots, Immunopräzipitationen und 
ChIP Assays 
Zugang zu den humanen Hirngewebeproben bestand durch die Deutsche Brain 
Bank („Brain-Net“). Das Gewebe wurde nach dem Tod der Spender, die sich 
Zeit ihres Lebens nach umfassender Aufklärung freiwillig hierfür entschieden 
hatten, entnommen und unbehandelt schockgefroren (-80°C). Die Spender 
litten an keiner neurologischen oder psychiatrischen Erkrankung. Dies wurde 
soweit möglich auch histologisch bestätigt. Die Gewebeproben stammten aus 
unterschiedlichen Hirnregionen (frontaler Cortex, Gyrus cinguli, Medulla 
oblongata). Die Spender hatten ein Alter von 67-78 Jahre und waren sowohl 
männlichen als auch weiblichen Geschlechts.  Bis die Proben verwendet 
wurden, waren sie stets bei -80°C eingefroren, wurden dann auf Eis aufgetaut 
und direkt verwendet. 
DNA-Proben für das Screening nach SNPs 
Zugang zu den DNA-Proben bestand durch die Biobank des Hertie Instituts für 
klinische Hirnforschung, Tübingen. Die DNA stammte ausschließlich von 
Patienten, die an einem idiopathischem Parkinson-Syndrom erkrankt waren. 
Die Diagnosestellung erfolgte anhand der UK Parkinson’s Disease Society 
Brain Bank Kriterien ([27] und Abschnitt 1.2.1) und wurde von Spezialisten für 
Bewegungsstörungen getroffen. Das Alter der Patienten lag zwischen 25 und 
87 Jahren (Mittel: 64 Jahre). Es wurde die DNA von 150 Frauen und 150 
Männern untersucht. Die DNA-Extraktion aus Vollblut erfolgte anhand eines 
etablierten Protokolls (siehe Abschnitt 2.2.1). 





2.2.1 DNA-Extraktion aus Vollblut 
Es wurden jeweils 10 ml EDTA-Blut in ein 50 ml Falconröhrchen überführt und 
dieses zur Aufspaltung der Blutzellen mit Erylysepuffer aufgefüllt. Nach einer 
kurzen Inkubationszeit (10 min bei -20°C) wurden die Röhrchen zentrifugiert (10 
min, 1700 U/min, 4°C) und der Überstand verworfen. Das verbleibende Pellet 
wurde erneut in 30 ml Erylysepuffer gelöst, 10 min bei -20°C inkubiert, 
anschließend abzentrifugiert (10 min, 1700 U/min, 4°C) und der Überstand 
verworfen. Das jetzt verbleibende Pellet wurde in 5 ml SE-Puffer gelöst und die 
noch vorhandenen Proteine durch die Zugabe von 500 µl 10% SDS-Lösung 
und 5 µl Proteinase K (20mg/ml) aufgespalten und denaturiert. Die Lösung 
wurde über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Am nächsten Morgen wurden 
2,5 ml NaCl-Lösung (5M) hinzugegeben, gevortext und 10 min bei 4°C mit 2700 
U/min zentrifugiert. Dadurch setzten sich die verbliebenen Proteine als Pellet 
ab. Der Überstand, in dem die DNA gelöst war, wurde nun in ein mit 15 ml 
100%igem Ethanol gefülltes Röhrchen überführt und das Röhrchen über Kopf 
geschwenkt bis die DNA ausfiel. Die ausgefallene DNA wurde am Rand des 
Röhrchens abgefangen und das Ethanol verworfen. Nach zwei Waschschritten 
mit jeweils 10-15 ml 70%igem Ethanol wurde die DNA in ein neues Röhrchen 
überführt und je nach Größe des Pellets in 200-500 µl TE-Puffer gelöst. 
Anschließend wurde die DNA-Konzentration mittels eines NanoDrop 
Spectrophotometers bestimmt (siehe Abschnitt 2.2.2) und die Röhrchen bei 4°C 
aufbewahrt. 
2.2.2 DNA-Konzentrationsbestimmung 
Die Konzentration von DNA-Lösungen wurde mittels eines PEQLAB NanoDrop 
Spectrophotometers bestimmt. Das Gerät bestimmt die optische Dichte (OD) 
bei 260 nm der Probe im Vergleich zum Leerwert und berechnet damit nach 
dem Lambert-Beer’schen Gesetz die DNA-Konzentration. Dabei wird beachtet, 
dass eine OD bei 260 nm von 1 einer Konzentration von 50 μg/ml 
doppelsträngiger DNA entspricht. 





PCR-Produkte wurden auf 2%igen Agarosegelen, die DNA-Fragmente nach der 
Ultraschall-Fragmentierung bei den ChIP Assays auf 1%igen Gelen 
aufgetrennt. Zur Herstellung der Gele wurde die gewünschte Menge an 
Agarose in 0,5X TBE-Puffer durch Erhitzen gelöst, anschließend 0,5 µg 
Ethidiumbromid/ml hinzugegeben und die Gele dann zur Aushärtung in die 
gewünschten Gelkammern gegossen. Die Laufbedingungen für Agarosegele in 
kleinen Gelkammern waren U = 120 V für 60-90 min, für Gele in großen 
Gelkammern wurde U = 200 V für ebenfalls 60-90 min gewählt. Zu jeweils 10 µl 
DNA in Lösung wurden 2 µl 10 X Ladepuffer gegeben und anschließend ca. 10 
µl davon in die Geltaschen gefüllt. Die Proben wurden dann mittels UV-Licht 
sichtbar gemacht und mit einer Digitalkamera abfotografiert. Zur 
Größenbestimmung der DNA-Fragmente wurden jeweils 4 µl eines 
kommerziellen Markers eingesetzt (GeneRulerTM DNA Ladder mix). 
2.2.4 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte mit dem Pierce® BCA 
Protein Assay Kit nach der Methode der Biuretreaktion. Dabei entstehen 
blauviolette Komplexverbindungen aus Kupfer(II)ionen der Bioretlösung und 
den Peptidverbindungen der Proteine. Je mehr Peptidverbindungen und damit 
auch Proteine vorhanden sind, desto mehr Komplexe entstehen. Anhand der 
Stärke des Farbumschlags kann so mittels einer Eichkurve aus Standards auf 
die Proteinkonzentration geschlossen werden. Es wurde dabei verfahren, wie in 
der Gebrauchsanweisung angegeben: In eine 96-Well-Mikroplatte wurden pro 
Ansatz zu 25 μl Standard oder unbekannter Probe jeweils 200 μl Farbreagenz 
gegeben und diese 30 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die 
Absorptionen bei 550 nm mit einem ELISA-Reader gemessen. Die Standards 
zur Erstellung der Eichkurven hatten eine Proteinkonzentration von 25 μg/μl 
aufsteigend bis 1500 μg/μl. Damit die Absorptionen der Proben sicher in den 
linearen Bereich der Eichkurve fielen, wurden Verdünnungsreihen hergestellt, 
anhand derer die Gesamtproteinkonzentration berechnet wurde. Alle 
Messungen wurden als Duplett durchgeführt. 




2.2.5 Extraktion der Kernproteine aus den Hirngewebeproben zur 
Immunodetektion und für die EMSAs 
Die Kernproteine wurden mittels des DUALXtract Nuclear and cytoplasmic 
protein extraction Kits gewonnen. Es wurde dabei folgendermaßen verfahren: 
Ca. 0,5 cm³ Hirngewebe wurden auf Eis aufgetaut und mit kaltem PBS-Puffer 
gespült. Anschließend wurde das Gewebe in PBS-Puffer zusammen mit 
Proteaseinhibitoren in einem Homogenisierer homogenisiert. Verbleibende 
größere Gewebestücke wurden durch Filtration des Homogenisats entfernt. Die 
übrige Lösung wurde 5 min mit 250 x g bei 4°C zentrifugiert. Dabei setzten sich 
die Zellen am Boden des Tubes ab. Diese wurden nun mit „Cell lysis buffer“, 
dem Dithiothreitol (DTT) hinzugefügt wurde, versetzt, gevortext und 10 min 
inkubiert. Durch einen weiteren Zentrifugationsschritt (7min, 500 x g, 4°C) 
wurde die zytoplasmatische Proteinfraktion von der nukleären getrennt und 
verworfen. Die verbleibende Zellkernfraktion wurde zweimal mit „Nuclei washing 
buffer“, dem DTT und Proteaseinhibitoren zugesetzt wurden, gewaschen. Nach 
dem letzten Waschschritt wurde das Pellet in „Nuclei storage buffer“, dem 
ebenfalls DTT und Proteaseinhibitoren zugesetzt wurden, gelöst. Dieser Lösung 
wurde nun „Nuclei lysis reagent“ hinzugefügt und für 15 min bei 4°C inkubiert. 
Das so entstandene Kernlysat wurde durch einen letzten Zentrifugationsschritt 
(5 min, 20000 x g, 4°C) aufgereinigt. 
2.2.6 Western Blotting 
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) 
Die SDS-PAGE erfolgte mit Trenngelen, die eine Gesamtpolyacrylamid-
konzentration von 10% hatten (Verhältnis Acrylamid/Bisacrylamid 29:1, pH 8,8). 
Es wurde das von Laemmli entwickelte diskontinuierliche System verwendet, 
bei dem die Proteine zunächst in einem Sammelgel (3,9% Polyacrylamid, 
Acrylamid/Bisacrylamid 29:1, pH 6,8) aufkonzentriert und anschließend im 
Trenngel nach ihrer Größe aufgetrennt wurden. Hierzu wurden die Gelkammern 
zusammengebaut und als erstes die Trenngele (10% Acrylamid, 0,27% 
Bisacrylamid, 1 X Tris-Cl/SDS pH 6,8 sowie 25 µl 10% APS und 5 µl TEMED je 
5 ml Ansatz) gegossen. Um eine scharfe Linie zwischen den Trenn- und 




Sammelgelen zu erhalten, wurden die Trenngele mit Isopropanol überschichtet, 
das nach der Aushärtung wieder entfernt wurde. Sobald die Trenngele 
auspolymerisiert waren, wurden die Sammelgele (3,9% Acrylamid, 0,1% 
Bisacrylamid, 1 X Tris-Cl/SDS pH 8,8 sowie 50 µl 10% APS und 10 µl TEMED 
je 15 ml Ansatz) hergestellt, diese auf die Trenngele gegossen und die 
gewünschten Kämme eingesetzt. Bei beiden Gelarten wurden TEMED 
(Tetramethylethylendiamin) und APS (Ammoniumpersulfat) als letztes 
hinzugefügt, da durch TEMED als Katalysator und APS als Radikalbildner die 
Polymerisation des Acrylamids in Gang gesetzt wurde. Als das Gel vollständig 
auspolymerisiert war, wurden die Kämme für die Taschen entfernt und das 
System mit Laufpuffer befüllt. Die Proteinlysate (Lysate der Kernproteine) 
wurden 1:1 mit Laemmli-Puffer (+β-Mercaptoethanol) vermengt und bei 85°C 
ca. 20 min in einem Wasserbad denaturiert. Nach einer kurzen Abkühlphase 
wurde die gewünschte Menge an Lysat in die Geltaschen geladen. Zur 
Größenbestimmung wurden 7,5 µl eines kommerziellen Markers eingesetzt 
(SeeBlue® Plus2 Prestained Standard). Für die Negativkontrollen wurde 
bovines Serumalbumin anstatt der Lysate der Kernproteine verwendet. 
Positivkontrollen wurden nicht integriert, da GATA2 und C/EBPβ bereits auf 
Proteinebene in frontalem Kortex nachgewiesen werden konnten [153, 167] und 
somit die Proben aus dem Gewebe des frontalen Kortex‘ als indirekte 
Positivkontrollen dienten. Darüber hinaus konnte über den Abgleich des 
Molekulargewichts sichergestellt werden, dass die richtigen Proteine detektiert 
wurden. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei einer Stromspannung von 40 
V bis die Proben das Trenngeld erreicht hatten. Dann wurde die Spannung auf 
120 V erhöht. 
Elektroblotting 
Die separierten Proteine aus den SDS-PAGE-Gelen wurden mittels eines 
Elektroblotters auf eine PVDF-Membran transferiert. Nachdem die PVDF-
Membranen 10 min in Methanol aktiviert und anschließend wenige Minuten in 
Wasser getaucht worden waren, wurde sie zusammen mit den Schwämmen 
und dem Whatman-Filter-Papier in einer Schale mit Transferpuffer äquilibriert. 
Für den Transfer wurden die Membranen auf einen Schwamm und ein 




Whatman-Filter-Papier gelegt. Das vom Sammelgel abgetrennte Trenngel 
wurde passend auf einer Membran positioniert und anschließend ein weiteres 
Filterpapier und ein weiterer Schwamm aufgelegt. Dann wurde die Presse 
geschlossen und in den mit Transferpuffer gefüllten Tank-Blotter gehängt. 
Dabei wurden die Membranen zur Anode und die Gele zur Kathode hin 
ausgerichtet, um die durch das SDS negativ geladenen Proteine in den Gelen 
in Richtung des positiven Pols auf die Membranen zu transferiert (Abb. 2). Der 
Transfer erfolgte bei 100 V für 2 h bei 4°C. 
 
 
Abb. 2: Schemazeichnung Elektroblotting: 
Die negativ geladenen Proteine auf dem Gel werden in Pfeilrichtung zur Anode auf die 
PVDF-Membran übertragen. (modifiziert nach [205]) 
 
Coomassie-Blue-Färbung und Immunodetektion der Proteine 
Nach dem Transfer wurden die PVDF-Membranen zunächst kurz in TTBS-
Puffer gegeben und dann 2 h in Blocking Lösung geblockt. Die Gele wurden 
zwischenzeitlich in Coomassie-Blue-Lösung gegeben, für 2 h gefärbt und 
danach mit Entfärberlösung behandelt, um die Qualität des Transfers beurteilen 
zu können. Nach dem Blocken der PVDF-Membranen, das unspezifische 
Wechselwirkungen mit dem Antikörper verhindern sollte, wurde die Blocking 
Lösung abgegossen und der gewünschte Primärantikörper (siehe Abschnitt 
2.1.5) im Verhältnis 1:1000 in Blocking Lösung dazugegeben. Die Membranen 




wurden über Nacht bei 4°C mit dem Primärantikörper inkubiert. Am folgenden 
Tag wurde die Lösung mit dem Primärantikörper entfernt und die Membranen 
dreimal 5 min mit TTBS-Puffer gewaschen. Anschließend wurden die 
Sekundärantikörper (Peroxidase gekoppelt; siehe Abschnitt 2.1.5) im Verhältnis 
1:15000 in Blocking Lösung hinzugegeben und die Membranen 1 h bei 
Raumtemperatur unter leichtem Schütteln inkubiert. Nach dem Entfernen des 
Sekundärantikörpers folgten fünf Waschschritte für jeweils 5 min in TTBS-
Puffer. Die Detektion erfolgte mit der ImmobilonTM Western HRP Substrate 
Peroxide Solution. Dabei katalysiert die Peroxidase die 
Chemolumineszenzreaktion des in der Lösung enthaltenen Luminols. Nachdem 
die Membranen 1 min in dieser Lösung inkubiert worden waren, konnten die 
Signale auf autoradiografischen Filmen nachgewiesen werden. 
„Stripping“ von Membranen 
Nach der Immunodetektion konnten die Membranen erneut – auch mit anderen 
Antikörpern – verwendet werden. Um die gebundenen Antikörper zu entfernen, 
wurden die Membranen für 30 min bei Raumtemperatur unter Schütteln mit der 
Stripping-Lösung behandelt, diese abgegossen und anschließend die 
Membranen dreimal 5 min mit TTBS-Puffer gewaschen. Danach konnten die 
Membranen erneut geblockt und die Proteine mittels Primär- und 
Sekundärantikörper wie beschrieben sichtbar gemacht werden. 
2.2.7 Immunopräzipitationen (IP) 
Bei den IP wurden die nachzuweisenden Proteine zunächst durch Antikörper 
und Agarose-Beads aus dem Kernproteinlysat extrahiert, dadurch 
aufkonzentriert und erst dann per Western Blotting sichtbar gemacht. Dazu 
wurden 500 µl des Proteinlysats in einer Konzentration von c = 1 mg/ml 
eingesetzt. In einem ersten Schritt wurde dem Lysat 50 µl einer Suspension aus 
Protein A/G-Agarose-Beads hinzugefügt. Der Ansatz wurde 1 h bei 4°C 
rotierend inkubiert, anschließend die Agarosebällchen bei 6000 x g für 2 min bei 
4°C  abzentrifugiert und dann der Überstand verwendet, um unspezifische 
Bindungen der Protein-A- und Protein-G-Agarose mit Lysatbestandteilen zu 
vermeiden. Zu dem Überstand wurden 2 µg des gewünschten Antikörpers 




hinzupipettiert und der Ansatz bei 4°C über Nacht rotierend inkubiert. Für die 
Negativkontrollen wurde ein irrelevanter Antikörper des gleichen Isotyps 
verwendet. Am folgenden Tag wurde den Ansätzen jeweils 50 µl der Protein 
A/G-Agarose-Beads hinzugegeben und damit 1 h bei 4°C rotierend inkubiert. 
Anschließend wurden die Agarosebällchen mit den anhaftenden 
Immunkomplexen 2 min mit 16000 x g bei 4°C pelletiert und der Überstand 
verworfen. Die verbleibenden Pellets wurden mit jeweils 500 µl Tris-Puffer mit 
Proteaseinhibitoren zweimal gewaschen und nach dem letzten Waschschritt in 
jeweils 50 µl Tris-puffer mit Proteaseinhibitoren gelöst. Diese Lösungen wurden 
dann 1:1 mit Laemmli-Puffer vermengt, bei 85°C ca. 20 min in einem 
Wasserbad denaturiert und anschließend per Western Blotting (siehe Abschnitt 
2.2.6) sichtbar gemacht. 
2.2.8 Bioinformatik 
Die bioinformatischen Vorhersagen zu potentiellen Promotorbereichen und 
Bindungsstellen für TF wurden mit dem Programm MatInspector der Version 
8.0.4 mit der MatInspector Library Version 8.3 von Genomatix gemacht [206]. 
Dabei wurden von dem Programm nach einem speziellen Algorithmus zunächst 
Promotorbereiche definiert und dann innerhalb dieser Bereiche nach 
Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren gesucht. Das Programm benutzte 
hierfür sogenannte positionsgewichtete Matrizen, da diese eine genauere 
Vorhersagbarkeit als Konsensussequenzen ermöglichen [207]. Abschließend 
wurden auch Regionen außerhalb der festgelegten Promotorbereiche 
durchsucht. In diesen Bereichen wurde von dem Programm ein anderer interner 
Cut-off für die Wahrscheinlichkeit einer möglichen TF-Bindung an die DNA 
gesetzt. 
2.2.9 Chromatin-Immunopräzipitationsassays (ChIP Assays) 
Zur Identifikation von Bindungsstellen für TF mittels ChIP Assays wurden ca. 
0,5 cm³ Hirngewebe verwendet. Das Gewebe wurde in PBS-Puffer 
homogenisiert und die an die DNA gebundenen TF durch die Zugabe von 
Formaldehyd in einer Gesamtkonzentration von 1% fixiert. Dabei bilden sich 




Methylenverbindungen aus, die die TF-DNA-Komplexe stabilisieren. Nach einer 
10-minütigen Inkubationszeit wurde die Reaktion durch die Zugabe von Glycin 
in einer Gesamtkonzentration von 125 mM gestoppt. Anschließend wurden die 
Zellen durch einen Zentrifugationsschritt (4 min, 200 x g, 4°C) pelletiert und das 
Pellet zweimal mit PBS-Puffer gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt 
wurde das Pellet in 3 ml Zelllyse-Puffer mit Proteaseinhibitoren gelöst, 10 min 
auf Eis inkubiert und dann 3 min mit 12000 x g bei 4°C zentrifugiert. Der 
Überstand mit der enthaltenen Zytoplasmafraktion wurde verworfen und die 
verbleibende Zellkernfraktion in 3 ml Kernlyse-Puffer zusammen mit 
Proteaseinhibitoren gelöst. Nach einer weiteren 10-minütigen Inkubationszeit 
wurde die jetzt freigesetzte DNA mittels Stab-Ultraschallgerät fragmentiert. 
Folgende Einstellungen des Stab-Ultraschallgeräts wurden gewählt: Power 
72%, Zeit 10 s, Puls 50%. Nach 12 Zyklen wurde ein kleiner Teil der Probe auf 
ein Agarosegel aufgetragen und so die Länge der DNA-Fragmente überprüft. 
Gegebenenfalls wurden weitere Zyklen durchgeführt, um die angestrebte 
mittlere Länge von 500 bp der DNA-Fragmente zu erreichen. Die Lösung mit 
den DNA-Fragmenten wurde dann durch Zentrifugieren (5 min, 12000 x g, 4°C) 
aufgereinigt und fünffach mit ChIP-Verdünnungspuffer verdünnt. Dem Lysat 
wurden daraufhin 80 µl Salmon-Sperm-DNA/Protein A/G-Agarose-Beads 
hinzugefügt. Dieser Ansatz wurde 30 min bei 4°C rotierend inkubiert und 
anschließend die Agarosebällchen mit 6000 x g für 2 min bei 4°C  
abzentrifugiert, um unspezifische Bindungen der Protein-A- und Protein-G-
Agarose mit Lysatbestandteilen zu vermeiden. Ein Teil des Überstandes, der 
als „ChIP-Input“ (= fragmentierte genomische DNA) diente, wurde bei -20°C 
eingefroren, um später zusammen mit den Proben weiter aufgearbeitet zu 
werden. Zu jeweils 1000 µl der übrigen Lösung wurden 50 µg des gewünschten 
Antikörpers (GATA2, C/EBPβ, ZSCAN21; siehe Abschnitt 2.1.5) gegeben und 
über Nacht bei 4°C rotierend inkubiert. Zu einem weiteren Ansatz wurde anstatt 
eines Antikörpers ddH2O gegeben. Dieser Ansatz diente als Negativkontrolle. 
Am folgenden Tag wurde den Ansätzen jeweils 60 µl Salmon-Sperm-
DNA/Protein A/G-Agarose-Beads hinzugegeben und damit 3 h bei 4°C 
rotierend inkubiert. Anschließend wurden die Agarosebällchen mit den 




anhaftenden Immunkomplexen und DNA-Fragmenten 2 min mit 2000 x g bei 
4°C pelletiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde in ChIP-







Einmal mit 1 ml Waschpuffer 1 
Einmal mit 1,5 ml Waschpuffer 1 
Einmal mit 1,5 ml Waschpuffer 2 
Einmal mit 1,5 ml Waschpuffer 3 
Zweimal mit 1 ml TE-Puffer 
Nach jedem Waschschritt wurden die Agarosebällchen mittels Zentrifugation (2 
min, 2000 U/min, 4°C) pelletiert. Anschließend wurden die TF-DNA-Komplexe 
durch Zugabe von 250 µl Elutionspuffer, einer 15-minütigen Inkubationszeit und 
einem weiteren Zentrifugationsschritt (3 min, 14000 U/min, 4°C) eluiert. Zu 
diesem Zeitpunkt wurde auch der ChIP-Input aufgetaut und mit SDS in einer 
Gesamtkonzentration von 0,5% versetzt. Sowohl die eluierten Proben als auch 
der ChIP-Input wurden über Nacht bei 65°C mit 10 µg RNase behandelt. Am 
folgenden Tag wurden die noch vorhanden Proteine in den Proben und im 
ChIP-Input durch die Zugabe von 20 µg Proteinase K weiter aufgespalten. Die 
DNA wurde dann durch die Zugabe von 1-1,5 ml Phenol/Chloroform/ 
Isoamylalkohol, einem Zentrifugationsschritt (2 min, Maximalgeschwindigkeit) 
und der anschließenden Zugabe von Chloroform/Isoamylalkohol und einem 
zweiten Zentrifugationsschritt (2 min, Maximalgeschwindigkeit) extrahiert. Durch 
die Zugabe von Ethanol/Natriumacetat-Lösung (24:1) wurde die DNA über 
Nacht bei -20°C präzipitiert. Um eine möglichst hohe DNA-Menge zu erzielen, 
wurden den Ansätzen zusätzlich 20 µg Glykogen hinzugefügt. Am nächsten 
Tag wurde die präzipitierte DNA durch eine Zentrifugation (20 min, 
Maximalgeschwindigkeit, 4°C) pelletiert, die Ethanol/Natriumacetat-Lösung 
abgegossen und anschließend die DNA zweimal mit 70%igem Ethanol 
gewaschen. Die so gewonnene DNA wurde in TE-Puffer gelöst und bei 4°C 
aufbewahrt. 




2.2.10 Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) und Delta-Delta-Ct-Methode 
Die DNA-Konzentrationen aus den ChIP Assays wurden relativ im Vergleich 
zum ChIP-Input (= genomische DNA) bestimmt. Hierzu wurden qRT-PCRs mit 
Primern, die passend zu den mit MatInspector identifizierten Bindungsstellen 
der Transkriptionsfaktoren designt wurden (siehe Abschnitt 2.1.4), für alle 
Proben und die jeweiligen ChIP-Inputs durchgeführt. Dabei wurde das 
LightCycler® 480 SYBR Green I Master Kit in einem LightCycler® 480-
Thermocycler verwendet. SYBR Green ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der sich in 
die entstehenden PCR-Produkte einlagert. Folglich steigt die Fluoreszenz mit 
den neu entstehenden PCR-Produkten an, was von dem Gerät in Echtzeit 
registriert wird. Bei den Messungen wurde ähnlich, wie in der 
Gebrauchsanweisung des Kits angegeben, verfahren: In eine LightCycler® 480 
Multiwell-Platte wurden ddH2O, Primer, Mastermix und die jeweilige DNA für 
Ansätze mit 10 µl zusammenpipettiert. Die Primerkonzentration betrug 0,5 µM 
pro Primer. Es wurden jeweils ca. 10 ng DNA eingesetzt. Als die Ansätze 
zusammenpipettiert worden waren, wurde die Platte mit einer dazugehörigen 
Sealing-Folie verschlossen und kurz zentrifugiert, damit sich die Ansätze sicher 
auf dem Boden der dünnen Wells absetzten. Ansätze mit Primern, die dieselbe 
Anlagerungstemperatur hatten (siehe Abschnitt 2.1.4), konnten zusammen auf 
einer Platte gemessen werden. Es wurden 50 PCR-Zyklen durchgeführt und 
alle Ansätze als Duplett gemessen. Dabei wurden die Ct-Werte, also die Werte, 
die den Beginn des exponentiellen Anstiegs der Fluoreszenzmuster des SYBR 
Green I Masters markieren, mit der LightCycler®-Software berechnet (Abb. 3). 
Alle PCR-Produkte wurden durch Schmelzkurvenanalysen und durch 
Visualisierung mittels Gelelektrophorese auf ihre Spezifität hin untersucht. 
Aus den Ct-Werten wurden die relativen DNA-Konzentrationen mittels der 
Delta-Delta-Ct-Methode berechnet. Hierfür wurden die Ct-Werte der 
immunopräzipitierten Proben von den jeweiligen Ct-Werten der ChIP-Input-DNA 
abgezogen. Die Expression der jeweiligen Zielsequenzen wurde mit einem 
Referenzgen (Amyloid Precurser Protein) normalisiert, um Unterschiede in der 
Ausgangsmenge der eingesetzten DNA auszugleichen. Die PCR-Effizienz 




wurde für jedes Experiment anhand einer Standardkurve bestimmt und in die 
Berechnungen mit einbezogen. Die Formel der Delta-Delta-Ct-Methode lautet: 
                                       ü                
  
                                                          
                                                        
 
mit E = PCR-Effizienz. 
 
 
Abb. 3: qRT-PCR-Kurve und Bestimmung des Ct-Wertes: 
Dargestellt ist eine beispielhafte Kurve aus einer qRT-PCR-Messung (braune Kurve). 
Die blauen Hilfsgeraden zeigen, wie der Ct-Wert, also der Wert, der den Beginn des 
exponentiellen Anstiegs des Fluoreszenzmusters markiert, bestimmt werden kann. 
x-Achse: Anzahl der PCR-Zyklen; y-Achse: Fluoreszenzmuster der Probe im Bereich 
483-533 nm in relativen Einheiten. 
 
2.2.11 Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSAs) 
Für die Assays wurden Doppelstrang-DNA-Oligonukleotide passend zu den 
mittels ChIP identifizierten Bindungsstellen für GATA2 (5’-GGCCCCGGTGT 
TATCTCATTCTTTT-3’) und ZSCAN21 (5’-GACGAGGGGTAGGGGGTGGTC 
CC-3’) designt. Die Oligonukleotide wurden von metabion international AG, 
Deutschland hergestellt und am 3‘-Ende mit Biotin markiert.  




Um später die Proben aufzutrennen, wurden nicht-denaturierende 
Polyacrylamidgele mit 4% Gesamtpolyacrylamidgehalt gegossen. Hierzu 
wurden die Gelkammern zusammengebaut und anschließend die Gele mit 0,5 
X TBE-Puffer, 4% Acrylamid, 0,1% Bisacrylamid und 150 µl APS sowie 70 µl 
TEMED pro 60-ml-Ansatz gegossen. Auch bei diesen Gelen wurde durch 
TEMED als Katalysator und APS als Radikalbildner die Polymerisation des 
Acrylamids in Gang gesetzt. Als die Gele ausgehärtet waren, wurden die vorher 
eingesetzten Kämme für die Taschen entfernt und das System mit 0,5 X TBE-
Puffer befüllt. Auf die Systeme mit den leeren Gelen wurde bereits 30-60 min 
vor der eigentlichen Elektrophorese eine Spannung von 100 V angelegt. 
Die EMSAs wurden mithilfe des GelshiftTM Chemiluminescent EMSA Kits 
durchgeführt. Dabei wurden für jeden Ansatz 20 fmol Biotin-markierte 
Oligonukleotide zusammen mit 1 X „binding buffer“ aus dem Kit, 50 ng 
poly(dI/dC), 14,3% Glycerol, 200 mM Kaliumchlorid, 17,9 mM 
Magnesiumchlorid und 18 µg Zellkernextrakt für 20 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Anschließend wurde den Ansätzen durch vorsichtiges Auf- und 
Abpipettieren „Loading buffer“ aus dem Kit in 1 X Konzentration hinzugefügt 
und die Taschen der Gele mit jeweils 20 µl der Ansätze geladen. Die 
Auftrennung der Proben erfolgte bei 100 V. Um die Proben von den Gelen auf 
eine Nylon-Membran zu transferieren, wurde ein Elektroblotter benutzt. Die 
Membranen wurden für 10 min in 0,5 X TBE-Puffer inkubiert und dann für den 
Transfer auf einen Schwamm und ein Whatman-Filter-Papier gelegt. Die Gele 
wurden passend auf den Membranen positioniert und anschließend ein 
weiteres Filterpapier und ein weiterer Schwamm aufgelegt. Dann wurde die 
Presse geschlossen und in den mit 0,5 X TBE-Puffer gefüllten Tank-Blotter 
gehängt (vgl. Abschnitt 2.2.6 und Abb. 2). Dabei wurden die Membranen zur 
Anode und die Gele zur Kathode hin ausgerichtet, damit die negativ geladenen 
Proteine und Nukleinsäuren in den Gelen in Richtung des positiven Pols auf die 
Membranen transferiert wurden. Der Transfer erfolgte bei 380 mA für 45 min bei 
4°C. Nach dem Transfer erfolgte der Cross-link der DNA an die Membranen. 
Hierfür wurden die Membranen 10 min mit UV-Licht der Wellenlänge 254 nm 
bestrahlt. Die mit Biotin markierte DNA wurde dann mit Streptavidin, das mit 




HRP gekoppelt war, sichtbar gemacht. Dabei bindet Streptavidin Biotin mit 
hoher Affinität und die HRP katalysiert die Chemolumineszenzreaktion des 
Luminols. Die Membranen wurden hierfür zunächst 15 min mit „Blocking Buffer“ 
geblockt, um unspezifische Bindungen zu vermeiden. Dann wurde der „Blocking 
Buffer“ abgegossen und Streptavidin-HRP-Konjugat im Verhältnis 1:300 in 
„Blocking Buffer“ dazugegeben. Nach einer weiteren 15-minütigen 
Inkubationszeit wurde auch diese Lösung abgegossen und die Membranen 
viermal 5 min mit jeweils 20 ml „Wash Buffer“ gewaschen. Nach den 
Waschschritten wurden die Membranen für 5 min in „Equilibration Buffer“ 
inkubiert und dann dieser gegen das Chemolumineszenzreagenz ersetzt. Die 
Signale der Chemolumineszenzreaktion wurden auf Amersham Hyperfilmen 
nachgewiesen. 
2.2.12 Schmelzkurvenanalysen 
Es wurden Schmelzkurvenanalysen zu den mittels ChIP Assays identifizierten 
Bindungsstellen für GATA2 und ZSCAN21 mit der DNA von 300 Patienten, die 
an einem IPS erkrankt waren, durchgeführt. Die Durchführung der Assays 
erfolgte mithilfe des High Resolution Melting Master Kits von Roche in einem 
LightCycler® 480. Dabei wurden in eine LightCycler® 480 Multiwell-Platte 
ddH2O, Primer (siehe Abschnitt 2.1.4), Mastermix und die jeweilige DNA für 
Ansätze mit 20 µl zusammenpipettiert. Die Primerkonzentration betrug 0,25 µM 
pro Primer und die Magnesiumchlorid-Konzentration 1,25 mM. Es wurden 
jeweils 50 ng DNA eingesetzt. Nachdem die Ansätze zusammenpipettiert 
worden waren, wurde die Platte mit einer dazugehörigen Sealing-Folie 
verschlossen und kurz zentrifugiert, damit sich die Ansätze sicher auf dem 
Boden der dünnen Wells absetzten. Anstatt einer starren 
Anlagerungstemperatur für die Primer wurde nach einem sog. Touch-down-
Protokoll verfahren, bei dem mit einer hohen Anlagerungstemperatur begonnen 
wird, um eine höhere Bindungsspezifität der Primer zu bewirkt. Die 
Anlagerungstemperatur betrug während des ersten PCR-Zyklus‘ 71°C und 
wurde dann pro Zyklus um 1°C auf 60°C erniedrigt und bei dieser Temperatur 
gehalten. Nach 45 PCR-Zyklen erfolgte die Schmelzkurvenanalyse. Dabei 




wurden die PCR-Produkte durch langsame Temperaturerhöhung denaturiert, 
wodurch SYBR Green I, das sich in die PCR-Produkte einlagert, freigesetzt 
wurde. In der Folge nahm die Fluoreszenz ab, was durch regelmäßige 
Messungen detektiert und durch die LightCycler®3-Software grafisch dargestellt 
wurde. Je nach der Basenzusammensetzung ergaben sich so spezifische 
Schmelzkurven für die PCR-Produkte. Pro Messung wurde die DNA von 30 
Patienten mit den gleichen Primerpaaren entsprechend zu den Bindungsstellen 
der Transkriptionsfaktoren untersucht. Die Schmelzkurven der 30 DNAs wurden 
in einem Graphen zusammen dargestellt. Schmelzkurven, die von der Mehrheit 
der Kurven abwichen, wurden als „auffällig“ betrachtet und die jeweiligen DNA-
Proben nachfolgend sequenziert. Zusätzlich wurden diejenigen DNA-Proben, 
die jeweils die höchste und die niedrigste Schmelztemperatur pro Messung 
aufwiesen, als „auffällig“ betrachtet und ebenfalls sequenziert. 
2.2.13 Sequenzierungen 
Alle DNA-Proben, die in den Schmelzkurvenanalysen eine auffällige 
Schmelzkurve zeigten, wurden mittels Sanger-Sequenzierung sequenziert. 
Dabei wurden die zu untersuchenden DNA-Abschnitte zunächst durch eine 
PCR angereichert. Als optimale Bedingungen für diese sog. Anreicherungs-
PCR ließen sich folgende Konzentrationen ermitteln: 0,2 µM von jedem Primer, 
200 µM dNTP-Mix und 0,5 U Taq DNA-Polymerase zusammen mit 1 X PCR-
Puffer von Promega. Die PCRs wurden als 20 µl Ansätze mit 40 ng DNA 
durchgeführt. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz, bei dem die DNA durch 
ddH2O ersetzt wurde. Die Anlagerungstemperatur für die Primer betrug 64°C. 
Nach 35 Amplifikationszyklen wurden die PCR-Produkte auf ein Agarosegel 
aufgetragen, um die Spezifität der Reaktionen zu überprüfen. Wenn die 
Produkte spezifisch waren, wurden sie durch Ethanol/Natriumacetat-
Präzipitation aufgereinigt. Dabei wurde den Ansätzen 50 µl 
Ethanol/Natriumacetat-Lösung (24:1) hinzugegeben und diese 45 min mit 3220 
x g bei 4°C zentrifugiert. Anschließend wurde die Ethanol/Natriumacetat-Lösung 
abgegossen und die Proben zweimal mit 100 µl 70%igem Ethanol und einem 
folgenden Zentrifugationsschritt (20 min, 3220 x g, 4°C) gewaschen. Nach den 




Waschschritten wurde das Ethanol durch kurze Zentrifugation (1 min, 600 x g, 
4°C) der Platte umgekehrt auf Zellstoff vollständig entfernt und die Proben in 15 
µl ddH2O gelöst. So konnten die Produkte für die Sequenzierungs-PCR 
eingesetzt werden. Für die eigentliche Sequenzierung wurde das BigDye 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit von Applied Biosystems verwendet. Es 
wurde, wie in der Gebrauchsanweisung angegeben, zunächst die 
Sequenzierungs-PCR durchgeführt. Dabei wurden zu 6 µl Mastermix, 
bestehend aus 1,25 µl PCR-Puffer, 2,25 µl ddH2O, 1,5 µl BigDye-Puffer und 1 
µl Primer (10µM), 4 µl gelöste DNA aus der Anreicherungs-PCR gegeben. Im 
Gegensatz zur Anreicherungs-PCR enthielten die Ansätze jeweils nur einen 
Primer und keine Primerpaare. Außerdem waren in den Puffern neben den 4 
dNTPs zusätzlich ddNTPs (2‘,3‘-Didesoxynukleotidtriphosphate) enthalten, die 
jeweils an ein anderes Fluorochrom gekoppelt waren. Bei der Sequenzierungs-
PCR kam es so zur linearen Amplifikation mit Fragmenten unterschiedlicher 
Länge, da durch den zufälligen Einbau der ddNTPs Kettenabbrüche induziert 
wurden. Dies ist für die Sequenzierungsmethode nach Sanger et. al [208] 
entscheidend. Bei der Sequenzierungs-PCR wurden durch den Einsatz einer 
Polymerase, deren Temperaturoptimum bei 60°C lag, nicht die klassischen 
triphasisch PCR-Zyklen mit Denaturierung, Anlagerung der Primer und 
Elongation durch die Polymerase benötigt, sondern biphasische (Anlagerung 
der Primer und Elongation in einem Schritt). Nach 30 solcher Zyklen wurden die 
PCR-Produkte erneut durch Ethanol/Natriumacetat-Präzipitation aufgereinigt. 
Es wurde genauso verfahren wie bereits bei der Anreicherungs-PCR 
beschrieben. Jeweils 7 µl dieser PCR-Produkte wurden zusammen mit 10 µl 
Formamid in 96-Well-Platten für den Sequenzierautomaten pipettiert. Die 
Sequenzierung mittels Kapillarelektrophorese erfolgte in einem ABI PRISM 
3130xl Genetic Analyzer von Applied Biosystems. Dabei wurden die Fragmente 
zunächst nach ihrer Größe aufgetrennt und dann die mittels eines Lasers 
angeregten Fluorochrome durch den Sequenzierautomaten detektiert. Da sich 
die Fluorochrome der vier Basen unterschieden, entstanden auf diese Weise 
farbstoff- und folglich auch basenspezifische Längenprofile, aus denen die 
DNA-Sequenz ermittelt werden konnte (Abb. 4). Die Sequenzanalyse und der 




Abgleich der Basenabfolge mit der Referenzsequenz, die über die Internetseite 
Nucleotide (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/226693341?report= 
fasta&from=5001&to=119198) bezogen wurde, erfolgte mit den Programmen 
Pregap4 und Gap4 von Staden Package. Zusätzlich zum softwareunterstützten 
Abgleich der Basenabfolge wurden sämtliche Sequenzen visuell auf SNPs hin 
untersucht. 
 
Abb. 4: Schematische Darstellung der Sequenzierung nach Sanger: 
Primer lagern sich am 3‘-Ende der PCR-Produkte aus der Anreicherungs-PCR an. Bei 
Einbau eines fluoreszenzmarkierten ddNTP (durch farbige Raute gekennzeichnet) 
kommt es zum Kettenabbruch. Die Fragmente werden nach der Länge aufgetrennt und 
die Fluorochrome angeregt. Auf diese Weise kann die DNA-Sequenz bestimmt 






3.1 Nachweis der Transkriptionsfaktoren in Hirngewebeproben 
Wie bereits aus Abschnitt 1.5 hervorgeht, gibt es bisher nur wenige Kenntnisse 
über das Vorkommen von C/EBPβ, GATA2 und ZSCAN21 auf Proteinebene in 
menschlichem Hirngewebe. Eine geringe Anzahl an Studien konnte bisher 
C/EBPβ und GATA2 in wenigen Hirnregionen, insbesondere im frontalen 
Kortex, nachweisen. Die eingesetzten Proteinlysate aus diesem Gewebe 
dienten somit zugleich als Positivkontrolle für C/EBPβ und GATA2. Für den 
Nachweis von ZSCAN21 auf Proteinebene in menschlichem Hirngewebe 
existiert bisher gar keine Studie. Folglich ergab sich als erste Fragestellung, ob 
sich C/EBPβ-, GATA2- und ZSCAN21-Proteine in menschlichem Hirngewebe 
nachweisen lassen. Da in eukaryontischen Zellen TF im Zellkern an die DNA 
binden, sollten diese sich dort nachweisen lassen. 
3.1.1 Ergebnisse Western Blotting 
Zu diesem Zweck wurden Western Blots mit dem Kernlysat (Lysat der Proteine 
aus den Zellkernen) aus verschiedenen Hirnregionen (Medulla oblongata, 
Gyrus cinguli und frontaler Kortex) durchgeführt (Abb. 5). Es wurden jeweils 50 
µg dieser Lysate auf ein Gel aufgetragen und verfahren wie unter Abschnitt 
2.2.6 beschrieben. Dabei ließen sich C/EBPβ und GATA2 in allen drei 
Hirnregionen nachweisen (Abb. 5 A und B). Antikörper, die gegen diese zwei 
Proteine gerichtet waren, zeigten spezifische Banden. Dies konnte über den 
Abgleich mit der molekularen Masse und durch Negativkontrollen, die neben 
den Kernlysaten auf das Gel aufgetragen wurden, bestätigt werden. 
Trotz mehrerer Optimierungsversuche dieses Assays für ZSCAN21 und dem 
Einsatz größerer Mengen an Kernlysat (bis 100 µg) konnte ZSCAN21 in keinem 
der drei Kernlysaten nachgewiesen werden. Die Filme zeigten für diese wie für 
die Negativkontrollen stets keine Banden (Abb. 5 C). Da ZSCAN21 noch nie auf 
Proteinebene in menschlichem Hirngewebe nachgewiesen wurde, konnte das 
Kernlysat aus dem Gewebe des frontalen Kortex‘ hier nicht als Positivkontrolle 





Gewebe mittels Western Blotting und den Antikörpern gegen ZSCAN21 
untersucht. Dabei konnte das Protein in Hirngewebe von Mäusen 
nachgewiesen werden (Abb. 5 D), was als Positivkontrolle herangezogen 
werden kann. Da das Protein nachfolgend durch die IP nachgewiesen werden 







Abb. 5: Ergebnisse Western Blotting: 
Es wurden jeweils 50 µg Kernlysat (Proteine der Zellkerne) (linke Geltasche) und 50 µg 
bovines Serumalbumin als Negativkontrolle (rechte Geltasche) auf die Gele 
aufgetragen und zur Separation und Immunodetektion dieser Proteine so verfahren, 
wie unter Abschnitt 2.2.6 beschrieben. Am rechten Rand ist die molekulare Masse in 
kDa aufgetragen, die mittels eines kommerziellen Markers bestimmt wurde. Zur 
Detektion wurden Primärantikörper, die gegen GATA2 (A), C/EBPβ (B) und ZSCAN21 
(C) gerichtet waren, eingesetzt. Das Kernlysat stammte aus unterschiedlichen 
Hirnregionen: (1) frontaler Kortex, (2) Gyrus cinguli, (3) Medulla oblongata. Während 
sich GATA2 und C/EBPβ in allen untersuchten Hirnregionen nachweisen ließen (A und 
B), konnte ZSCAN21 mit dieser Methode nicht detektiert werden (C). Für GATA2 (A) 
und C/EBPβ (B) dienten jeweils die Proben aus dem Gewebe des frontalen Kortex‘ (1) 
als indirekte Positivkontrollen. Da ZSCAN21 noch nie auf Proteinebene in 
menschlichem Hirngewebe nachgewiesen wurde, konnte das Kernlysat aus dem 
Gewebe des frontalen Kortex‘ hier nicht als Positivkontrolle herangezogen werden. Im 
Rahmen anderer Untersuchungen wurden weitere Gewebe mittels Western Blotting 
und den Antikörpern gegen ZSCAN21 untersucht. Dabei konnte das Protein in 
Hirngewebe von Mäusen nachgewiesen werden. (D) zeigt eine repräsentative Bande, 






3.1.2 Ergebnisse Immunopräzipitationen 
Da sich ZSCAN21 mittels Western Blotting nicht nachweisen ließ, wurde 
versucht, das Protein durch eine IP nachzuweisen. Dies begründete sich zum 
einen damit, dass generell neben dem Western Blotting eine weitere 
Nachweismethode versucht werden sollte. Zum anderen ist bekannt, dass 
ZSCAN21 in vielen Geweben nur schwach exprimiert wird (vgl. Abschnitt 1.5.3) 
und durch die IP die Proteine vor der Immunodetektion „aufkonzentriert“ werden 
können (vgl. Abschnitt 2.2.7). 
Die IP wurde ebenfalls mit Kernlysat (Lysat der Proteine aus den Zellkernen) 
aus Gewebe, das von der Medulla oblongata, dem Gyrus cinguli und dem 
frontalen Kortex stammte, durchgeführt (Abb. 6). Es wurde verfahren wie unter 
Abschnitt 2.2.7 beschrieben. Mit dieser Methode ließ sich ZSCAN21 nun in 
allen drei Hirnregionen nachweisen (Abb. 6, 1-3). Antikörper, die gegen 
ZSCAN21 gerichtet waren, zeigten spezifische Banden. Dies konnte über den 
Abgleich mit der molekularen Masse und durch Negativkontrollen, die neben 
den Kernlysaten auf das Gel aufgetragen wurden, bestätigt werden. 
 
Abb. 6: Ergebnisse Immunopräzipitationen: 
Die IP wurden wie unter Abschnitt 2.2.7 beschrieben 
durchgeführt. Auch für die IP wurde Kernlysat (Proteine 
der Zellkerne) unterschiedlicher Hirnregionen verwendet: 
(1) frontaler Kortex, (2) Gyrus cinguli, (3) Medulla 
oblongata. Nach der Zugabe des Laemmli-Puffers und 
dem Denaturierungsschritt wurden die Geltaschen mit 
jeweils 50 µl des Gemisches beladen (linke Geltasche). 
Für die Negativkontrollen (rechte Geltasche) wurde ein 
irrelevanter Antikörper des gleichen Isotyps verwendet 
und die Geltasche ebenfalls mit 50 µl beladen. Die 
Immunodetektion erfolgte wie unter Abschnitt 2.2.6 
beschrieben. Es wurden primäre Antikörper, die gegen 
ZSCAN21 gerichtet waren, eingesetzt. Mit dieser 
Methode ließ sich das Protein in allen untersuchten 
Hirnregionen nachweisen. Am rechten Rand ist die molekulare Masse in kDa 






3.2 Bioinformatische Analyse des SNCA-Gens 
Wie bereits aus Abschnitt 1.4.4 hervorgeht, besitzt das SNCA-Gen einen sehr 
komplexen Promotorbereich, der sich nicht nur auf die 5‘-untranslatierte Region 
(5‘-UTR) erstreckt, sondern auch intronische Sequenzen mit einbezieht. Das 
verwendete Programm zur Vorhersage von möglichen Bindungsstellen traf 
deshalb zunächst eine Vorhersage über mögliche Promotorbereiche in der 5‘-
Region von SNCA. In einem zweiten Schritt wurden diese Bereiche auf 
mögliche Bindungsstellen für die TF durchsucht. Abschließend wurden auch 
Regionen außerhalb der festgelegten Promotorbereiche durchsucht. In diesen 
Regionen wurde von dem Programm ein anderer interner Cut-off für die 
Wahrscheinlichkeit einer möglichen TF-Bindung gesetzt (vgl. Abschnitt 2.2.8). 
3.2.1 Bestimmung möglicher Promotorbereiche des SNCA-Gens 
Mithilfe des Programms MatInspector konnten insgesamt sechs mögliche 
Promotorbereiche in der 5‘-Region von SNCA identifiziert werden (Abb. 7). 
Bemerkenswert war, dass sich die Mehrzahl dieser Bereiche in Intron 1 befand. 
Drei der Promotorbereiche waren vollständig hierin lokalisiert. Ein vierter 
beinhaltete lediglich noch einen Bereich in Exon 2. In der 5‘-UTR war nur ein 
einziger Promotorbereich lokalisiert und selbst dieser beinhaltete neben dem 
ersten Exon einen kleinen Bereich in Intron 1. Ein letzter möglicher 
Promotorbereich wurde von dem Programm in Intron 2 vorhergesagt. Dieser 
Bereich schloss neben dem Exon 3 auch einen kurzen Abschnitt des dritten 
Introns mit ein. Die Promotorbereiche wurden von dem Programm mit dem 
Kürzel „GXP“ benannt. Abbildung 7 B gibt einen Überblick hierüber. Die 






























































































Abb. 7: Ergebnisse MatInspector-Analyse: 
(A) Dargestellt ist das SNCA-Gen mit seinen sechs Exons (schwarze Boxen). (B) 
Vergrößerung der 5‘-Promotorregion des SNCA-Gens mit den ersten drei Exons. Die 
bioinformatische Vorhersage mit dem MatInspector-Programm zeigte sechs mögliche 
Promotorbereiche (GXP_1498583, GXP_2249759, GXP_263749, GXP_2561414, 
GXP_263748, GXP_1498580), die sich in der 5‘-UTR, in Intron 1, Intron 2 und z.T. in 
Intron 3 befanden. Innerhalb dieser Promotorbereiche konnten insgesamt 17 mögliche 
Bindungsstellen für die untersuchten TF (C/EBPβ, GATA2, ZSCAN21) identifiziert 
werden (Pfeile). Eine zusätzliche potentielle Bindungsstelle für GATA2 wurde 
außerhalb der zunächst festgelegten Promotorbereiche identifiziert (*). Die genauen 
Koordinaten der Promotorbereiche und eine Aufschlüsselung der darin enthaltenen 



















Tabelle 13: Identifizierte Promotorbereiche und darin enthaltene mögliche 
Bindungsstellen der TF. (alle Angaben zu den Basenpaaren beziehen sich auf 
Nucleotide Build 37.2 [NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/226693341? 






Position der Bindungsstellen 
ohne GATA2 90.800.344 - 90.800.381 
GXP_1498583 





90.759.818 - 90.759.846 
90.759.722 - 90.759.734 
90.759.611 - 90.759.755 
90.759.625 - 90.759.648 
GXP_2249759 
(90.758.725 - 90.759.325) 
GATA2 
GATA2 
90.759.026 - 90.759.038 
90.758.876 - 90.758.888 
GXP_263749 
(90.758.027 - 90.758.850) 
GATA2 
ZSCAN21 
90.758.429 - 90.758.441 
90.758.190 - 90.758.212 
GXP_2561414 




90.757.754 - 90.757.760 
90.757.541 - 90.757.553 
90.757.450 - 90.757.485 
GXP_263748 
(90.756.731 - 90.757.331) 
C/EBPβ 
GATA2 
90.757.218 - 90.757.232 
90.756.731 - 90.756.807 
GXP_1498580 





90.749.821 - 90.749.833 
90.749.663 - 90.749.675 
90.749.639 - 90.749.651 
90.749.635 - 90.749.647 
 
3.2.2 Identifizierung möglicher Transkriptionsfaktorbindungsstellen 
Als nächstes wurde mithilfe des Programms MatInspector nach möglichen 
Bindungsstellen für C/EBPβ, GATA2 und ZSCAN21 gesucht. Für diese ergaben 
sich insgesamt 18 potentielle Bindungsstellen. Die Verteilung dieser TF-
Bindungsstellen über die ermittelten Promotorbereiche ist in Abbildung 7 B 
dargestellt (Pfeile) und kann zusätzlich Tabelle 13 entnommen werden. Die 





konnten 12 mögliche TF-DNA-Interaktionsstellen identifiziert werden, die sich 
über alle ermittelten Promotorbereiche erstrecken (Tab. 13). Eine der möglichen 
GATA2-Bindungsstellen befindet sich in der 5‘-UTR außerhalb der ermittelten 
Promotorbereiche (Abb. 7 B, Pfeil mit Stern). Sie wurde detektiert, als Bereiche 
außerhalb der festgelegten Promotorbereiche auf mögliche Bindungsstellen 
untersucht wurden und ist die einzige solche Bindungsstelle. Für C/EBPβ 
wurden insgesamt vier mögliche Bindungsstellen identifiziert, die sich in den 
Promotorbereichen GXP_1498583 und GXP_263748 befinden (Tab. 13). Zwei 
potentielle Bindungsstellen ergaben sich für ZSCAN21, die sich in den 
Promotorbereichen GXP_263749 und GXP_2561414 befinden (Tab. 13). 
Neben den Bindungsstellen für C/EBPβ, GATA2 und ZSCAN21 enthielten die 
Promotorbereiche viele weitere mögliche Bindungsstellen für eine Vielzahl 
anderer TF (nicht abgebildet). 
3.3 Nachweis und Charakterisierung von Transkriptionsfaktor-
Bindungsstellen 
3.3.1 Ergebnisse Chromatin-Immunopräzipitationsassays 
Da es sich bei allen mittels MatInspector identifizierten Bindungsstellen lediglich 
um in silico-Vorhersagen handelt, mussten diese durch in vitro-Verfahren 
untersucht werden, um festzustellen, welche dieser Bindungsstellen tatsächlich 
eine funktionelle Bedeutung besitzen. Zu diesem Zweck wurden ChIP Assays 
mit Gewebe verschiedener Hirnregionen (Medulla oblongata, Gyrus cinguli und 
frontaler Kortex) durchgeführt wie unter Abschnitt 2.2.9 beschrieben. Die 
Auswertung erfolgte mittels qRT-PCR (siehe Abschnitt 2.2.10). 
Bei der Untersuchung aller 18 mittels MatInspector identifizierten 
Bindungsstellen zeigte sich jeweils eine spezifische TF-DNA-Interaktion für 
GATA2 und für ZSCAN21. Während sich die Interaktionsstelle für GATA2 in 
Intron 2 befindet, ist die Bindungsstelle für ZSCAN21 in Intron 1 lokalisiert. Für 
C/EBPβ konnte keine Interaktion mit der DNA nachgewiesen und damit auch 
keine der vorhergesagten Bindungsstellen bestätigt werden. Dasselbe gilt für 
alle anderen vorhergesagten Bindungsstellen für GATA2 und ZSCAN21. Die 





Bindungsstelle interagieren, konnten mit allen untersuchten Hirnregionen 
gemacht werden. 
Abbildung 8 gibt einen Überblick über diese Ergebnisse. In Abbildung 8 C sind 
die Ergebnisse der ChIP Assays als n-fache Anreicherung der DNA aus den 
Immunopräzipitationen (weiße Balken) im Vergleich zum ChIP-Input (= 
genomische DNA) dargestellt, wie sie mit der qRT-PCR gemessen wurde. 
Negativkontrollen werden als schwarze Balken dargestellt. Dargestellt ist 
jeweils der Mittelwert ± Standardabweichung aus mindestens drei 
unabhängigen Messungen. Die jeweiligen Ct-Werte zu diesem Diagramm 
können Tabelle 14 entnommen werden. Das Balkendiagramm ist mit einer 
Schemazeichnung der 5‘-Promotorregion des SNCA-Gens verknüpft, in dem 
die mittels MatInspector vorhergesagten möglichen Bindungsstellen als Pfeile 
markiert sind (Abb. 8 B). Hieraus wird ersichtlich, welche dieser Bindungsstellen 
tatsächlich eine funktionelle Bedeutung besitzen. Die exakten Koordinaten der 






Abb. 8: Ergebnisse Chromatinimmunopräzipitationen (ChIP): 
(A) Ausschnitt aus dem Chromosom 4 mit dem SNCA-Gen und den benachbarten 
Genen. Darunter ist der Aufbau des SNCA-Lokus‘ mit seinen sechs Exons (schwarze 
Boxen) gezeigt. (B) Vergrößerung der 5‘-Promotorregion des SNCA-Gens mit den 
ersten drei Exons. Die Pfeile zeigen mögliche Bindungsstellen für C/EBPβ, GATA2 und 
ZSCAN21 (Vorhersagen des MatInspector-Programms) an. (C) Die Ergebnisse aus 
den ChIP-Experimenten sind grafisch dargestellt. Dabei zeigte sich jeweils eine 
Interaktion für ZSCAN21 (*) und für GATA2 (**) mit der DNA. Für C/EBPβ zeigten sich 
keine Interaktionen. Die Balken zeigen die n-fache Anreicherung der DNA aus den 
Immunopräzipitationen mit (weiße Balken) und ohne (schwarze Balken) Antikörper in 
der qRT-PCR im Vergleich zum ChIP-Input an (relative Einheiten). 
Immunopräzipitationen ohne Antikörper dienten als Negativkontrollen. Dargestellt ist 
jeweils der Mittelwert ± Standardabweichung aus mindestens drei unabhängigen 





Tabelle 14: Ct-Werte zu den Chromatin-Immunopräzipitationen. Die Tabelle 
zeigt die einzelnen Ct-Werte zu den Mittelwerten, die als Balkendiagramm in 
Abb. 8 C dargestellt sind. Alle Werte wurden auf zwei Dezimalstellen gerundet. 
(aus [210]) 
TF-Bindungs-
stellen in der 
Reihenfolge 
des Auftretens 



























0,42; 0,00; 1,03; 39,38 
 
0,00; 0,00; 0,00; 0,02 
0,00; 0,77; 1,34; 1,50 
1,03; 0,00; 0,00; 0,23 
0,14; 0,08; 0,75; 0,78 
8,34; 0,81; 0,30; 15,87 
0,00; 0,66; 0,92; 39,82 
1,29; 0,42; 6,65; 15,87 
86,28; 117,60; 104,74 
1,86; 0,95; 6,13; 0,39 
0,83; 0,46; 1,77; 1,07 
0,00; 0,00; 0,59; 46,52 
0,01; 0,19; 0,24; 1,54 
0,14; 0,00; 1,06; 40,09 
15,12;   3,15;   1,15; 
49,74 
0,00; 0,00; 0,00; 0,00 
105,20;   103,29; 
192,14;   132,02 






















0,00;   1,14;   0,25; 
28,32 
0,00; 0,00; 0,00; 0,00 
0,00; 2,99; 0,00; 0,00 
0,01; 0,00; 0,00; 0,00 
0,00; 0,12; 0,01; 0,05 
0,00; 0,01; 0,00; 0,00 
0,00; 0,34; 0,00; 3,18 
0,00; 0,59; 2,05; 8,20 
0,00; 3,17; 1,12 
0,34; 1,33; 0,62; 0,55 
0,74; 2,73; 2,43; 0,54 
0,00; 0,49; 0,00; 0,00 
0,00; 0,00; 0,09; 0,00 
0,00; 0,11; 0,00; 2,94 
0,00; 0,40; 0,00; 
15,63 
0,00; 0,00; 0,00; 0,00 
0,00; 37,75; 19,65; 
2,15 






















3.3.2 Ergebnisse Electrophoretic Mobility Shift Assays 
Nachdem die Bindungsstellen für GATA2 und ZSCAN21 identifiziert worden 
waren, sollten diese TF-DNA-Interaktionen weiter untersucht werden. Aus 





Kernlysat (Lysat der Proteine aus den Zellkernen) aus den drei untersuchten 
Hirnregionen (Medulla oblongata, Gyrus cinguli und frontaler Kortex) 
durchgeführt. Es wurde verfahren wie unter Abschnitt 2.2.11 beschrieben. 
Wie erwartet, zeigten sich deutliche Shifts der Banden, als die markierten DNA-
Bindungsstellen für GATA2 und die ZSCAN21 mit dem Kernlysat inkubiert 
wurden (Abb. 9 A-C, 2 bzw. Abb. 10 A-C, 2). Bei Hinzugabe eines 200-fachen 
Überschusses eines spezifischen Kompetitors (unmarkierte Kontroll-DNA mit 
derselben Sequenz wie die markierte DNA) verschwand dieser Banden-Shift für 
die Proben der GATA2-Bindungsstelle (Abb. 9 A-C, 3). Für die Proben der 
ZSCAN21-Bindungsstelle zeigte sich eine deutliche Reduktion des Banden-
Shifts (Abb. 10 A-C, 3). Wurde hingegen ein 200-facher Überschuss eines 
unspezifischen Kompetitors hinzugegeben (unmarkierte DNA mit einer anderen 
Sequenz als der identifizierten Bindungsstelle), zeigten sich erneut deutliche 
Shifts der Banden sowohl für die Proben der GATA2-Bindungsstelle als auch 
für die Proben der ZSCAN21-Bindungsstelle (Abb. 9 A-C, 4 bzw. Abb. 10 A-C, 
4). Diese Beobachtungen konnten mit den Kernlysaten aller untersuchter 
Hirnregionen gemacht werden. Somit wurden die Ergebnisse der ChIP Assays 
bestätigt. Die möglicherweise geringere Menge an ZSCAN21 in den 
Kernlysaten führte zu Banden-Shifts, die die gleiche Intensität hatten wie die, 
die durch GATA2 bedingt waren. Der Verlust bzw. die Reduktion der Shifts 
durch den Überschuss eines spezifischen Kompetitors, nicht aber durch den 
Überschuss eines unspezifischen Kompetitors, zeigt, dass es sich bei den 
Shifts der Banden, um spezifische TF-DNA-Interaktionen handelt. Diese 
Spezifität und die Tatsache, dass die Shifts auch zusammen mit poly(dI/dC) 
und dem unspezifischen Kompetitor auftraten, verdeutlichen zudem, dass die 








Abb. 9: Ergebnisse EMSAs für die identifizierte GATA2-Bindungsstelle: 
Oligonukleotide mit der Sequenz für die identifizierte GATA2-Bindungsstelle wurden 
zusammen mit Kernextrakt (Proteine des Zellkerns) aus Geweben unterschiedlicher 
Hirnareale inkubiert: Hirngewebe aus der Medulla oblongata (A), aus dem Gyrus 
cinguli (B) und aus dem frontalen Kortex (C). In die erste Geltasche wurde jeweils die 
DNA ohne Kernextrakt gegeben (1). Bei Hinzugabe des Kernextrakts zeigten sich 
deutliche Shifts der Banden (2, Pfeile), die bei Hinzugabe eines 200-fachen 
Überschusses eines spezifischen Kompetitors (unmarkierte Kontroll-DNA mit 
derselben Sequenz wie die markierte DNA) wieder verschwanden (3). Wenn dagegen 
ein 200-facher Überschuss eines unspezifischen Kompetitors hinzugegeben wurde 
(unmarkierte DNA mit einer anderen Sequenz als der identifizierten Bindungsstelle), 







Abb. 10: Ergebnisse EMSAs für die identifizierte ZSCAN21-Bindungsstelle: 
Oligonukleotide mit der Sequenz für die identifizierte ZSCAN21-Bindungsstelle wurden 
zusammen mit Kernextrakt (Proteine des Zellkerns) aus Geweben unterschiedlicher 
Hirnareale inkubiert: Hirngewebe aus der Medulla oblongata (A), aus dem Gyrus 
cinguli (B) und aus dem frontalen Kortex (C). In die erste Geltasche wurde jeweils die 
DNA ohne Kernextrakt gegeben (1). Bei Hinzugabe des Kernextrakts zeigten sich 
deutliche Shifts der Banden (2, Pfeile), die sich durch die Hinzugabe eines 200-fachen 
Überschusses eines spezifischen Kompetitors (unmarkierte Kontroll-DNA mit 
derselben Sequenz wie die markierte DNA) abschwächen ließen (3). Wenn dagegen 
ein 200-facher Überschuss eines unspezifischen Kompetitors hinzugegeben wurde 
(unmarkierte DNA mit einer anderen Sequenz als der identifizierten Bindungsstelle), 








3.4 Detektion von SNPs in den identifizierten 
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen 
Wie bereits aus Abschnitt 1.6.2 hervorgeht, wurden SNPs identifiziert, die mit 
einem erhöhten Risiko einhergehen, an Parkinson zu erkranken, und die zu 
erhöhten aSYN-Level im Blut und Hirn führen. Besonders SNPs im 
Promotorbereich könnten die Genexpression von SNCA durch Veränderung der 
TF-Bindungsstellen beeinflussen. Zu diesem Zweck sollten die identifizierten 
TF-Bindungsstellen bei Parkinson-Patienten auf SNPs untersucht werden. 
Dabei wurden DNA-Proben von Parkinson-Patienten zunächst mittels 
Schmelzkurvenanalyse auf mögliche SNPs in den TF-Bindungsstellen 
gescreent. Proben, die eine auffällige Schmelzkurve aufwiesen, wurden dann in 
einem zweiten Schritt sequenziert. 
3.4.1 Ergebnisse Schmelzkurvenanalysen 
Es wurden DNA-Proben von 300 Patienten, die an einem IPS erkrankt waren, 
auf SNPs in den identifizierten TF-Bindungsstellen untersucht. Dabei wurde 
verfahren wie unter Abschnitt 2.2.12 beschrieben. Zur Auswertung wurden 
neben den eigentlichen Schmelzkurven besonders die sog. Melting Peaks, also 
die erste negative Ableitung der Schmelzkurven, herangezogen, da sich 
Abweichungen in der DNA-Sequenz in diesen häufig besser darstellen. 
Die Schmelzkurven bzw. die Melting Peaks der GATA2-Bindungsstelle zeigten 
sich sehr homogen (Abb. 11). Damit durch dieses Screening-Verfahren keine 
SNPs unentdeckt blieben, wurden folglich auch minimale Abweichungen als 
„auffällig“ betrachtet. Zusätzlich wurden jeweils die Schmelzkurven mit der 
höchsten und der geringsten Schmelztemperatur als „auffällig“ erachtet. Durch 
dieses Vorgehen wurden insgesamt 42 DNA-Proben ausgewählt, die später 
sequenziert wurden. In Abbildung 11 sind die Melting Peaks der DNA-Proben in 
zehn Messungen mit jeweils 30 Proben dargestellt. Proben, die nicht aufgrund 
der höchsten oder geringsten Schmelztemperatur, sondern aufgrund ihres 















Abb. 11 A-D: Ergebnisse Schmelzkurvenanalysen für die GATA2-Bindungsstelle 





















Abb. 11 E-H: Ergebnisse Schmelzkurvenanalysen für die GATA2-Bindungsstelle 

















Abb. 11: Ergebnisse Schmelzkurvenanalysen für die GATA2-Bindungsstelle: 
Dargestellt sind die „Melting Peaks“ (erste negative Ableitung der eigentlichen 
Schmelzkurven) der Proben, die mit der LightCycler®3-Software generiert wurden. Pro 
Messung wurden jeweils 30 Proben untersucht und die „Melting Peaks“ in einem 
gemeinsamen Schaubild aufgetragen (A-J). Schmelzkurven, die von der Mehrheit der 
Kurven abwichen, wurden als „auffällig“ betrachtet (*). Außerdem wurden jeweils die 
Schmelzkurven mit der höchsten und der niedrigsten Schmelztemperatur als „auffällig“ 
erachtet (in den Schaubildern A-J Peak bei der höchsten bzw. niedrigsten Temperatur). 
x-Achse: Temperatur in °C; y-Achse: erste negative Ableitung des Fluoreszenzmusters 
der Proben im Bereich 483-533 nm in relativen Einheiten. 
 
Die Schmelzkurven bzw. die Melting Peaks der ZSCAN21-Bindungsstelle 
zeigten sich wesentlich inhomogener (Abb. 12). Folglich wurden kleinere 
Abweichungen in den Schmelzkurven toleriert und nur solche als „auffällig“ 
betrachtet, die deutlich von der Mehrheit der Kurven abwichen. Zusätzlich 
wurden auch bei diesen Messungen die Schmelzkurven mit der jeweils 
höchsten und geringsten Schmelztemperatur als „auffällig“ erachtet. In 
Abbildung 12 A-J sind die Melting Peaks der DNA-Proben in zehn Messungen 









geringsten Schmelztemperatur, sondern aufgrund ihres Abweichens von der 
Mehrheit der Kurven ausgewählt wurden, sind mit einem Stern markiert. Da bei 
einigen PCR-Reaktionen Probleme auftraten (Abb. 12 G, H, J; blaue Kurven), 
wurden diese in einer gemeinsamen Messung wiederholt. Die Melting Peaks 
dieser Messung wurden ebenfalls in einem gemeinsamen Graphen aufgetragen 
(Abb. 12 K) und für die Auswahl „auffälliger“ Kurven ebenso verfahren, wie bei 
den Messungen zuvor. Durch dieses Vorgehen wurden insgesamt 97 DNA-












Abb. 12 A-B: Ergebnisse Schmelzkurvenanalysen für die ZSCAN21-Bindungsstelle 















Abb. 12 C-F: Ergebnisse Schmelzkurvenanalysen für die ZSCAN21-Bindungsstelle 





















Abb. 12 G-J: Ergebnisse Schmelzkurvenanalysen für die ZSCAN21-Bindungsstelle 




















Abb. 12: Ergebnisse Schmelzkurvenanalysen für die ZSCAN21-Bindungsstelle: 
Dargestellt sind die „Melting Peaks“ (erste negative Ableitung der eigentlichen 
Schmelzkurven) der Proben, die mit der LightCycler®3-Software generiert wurden. Pro 
Messung wurden jeweils 30 Proben untersucht und die „Melting Peaks“ in einem 
gemeinsamen Schaubild aufgetragen (A-J). Einige PCR-Reaktionen schienen nicht 
richtig abgelaufen zu sein (G, H, J; blaue Kurven). Diese wurden wiederholt und in 
einem gemeinsamen Schaubild aufgetragen (K). Schmelzkurven, die von der Mehrheit 
der Kurven abwichen, wurden als „auffällig“ betrachtet (*). Außerdem wurden jeweils 
die Schmelzkurven mit der höchsten und der niedrigsten Schmelztemperatur als 
„auffällig“ erachtet (in den Schaubildern A-K Peak bei der höchsten bzw. niedrigsten 
Temperatur). 
x-Achse: Temperatur in °C; y-Achse: erste negative Ableitung des Fluoreszenzmusters 
der Proben im Bereich 483-533 nm in relativen Einheiten. 
 
3.4.2 Ergebnisse Sequenzierungsanalysen 
Auffälligkeiten in den Schmelzkurvenanalysen können zwar durch 
Polymorphismen in der DNA-Sequenz verursacht werden, entstehen aber 
beispielsweise auch bei einer geringen DNA-Qualität, bei Problemen im Ablauf 
der PCR-Reaktionen oder durch Pipettierfehler. Deshalb wurden alle DNA-
Proben mit „auffälligen“ Schmelzkurven mittels Sanger-Sequenzierung 
sequenziert. Es wurde verfahren wie unter Abschnitt 2.2.13 beschrieben. 
Abbildung 13 B gibt einen schematischen Überblick über das sequenzierte 
DNA-Fragment für die GATA2-Bindungsstelle inklusive der Anlagerungsstellen 
der Primer und der Sequenz, an die GATA2 bindet. 
Als erstes wurden die gewonnen Sequenzen mit dem sog. „Contig Editor“ des 
Programms Gap4 mit der Referenzsequenz, die über die Internetseite 
Nucleotide (siehe Abschnitt 2.2.13) bezogen wurde, abgeglichen. Abbildung 13 
* 






C zeigt einen solchen Abgleich der Referenzsequenz mit sequenzierten 
Proben. Die Bindungsstelle für GATA2 ist dabei rot umrandet. Eine definitive 
Aussage darüber, ob SNPs in den untersuchten DNA-Sequenzen vorhanden 
sind, lässt sich aber erst nach einer zusätzlichen visuellen Auswertung der 
Sequenzen treffen, da von dem Programm hin und wieder falsche Basen 
zugewiesen werden. Abbildung 13 D zeigt exemplarisch eine visuelle 
Auswertung der Sequenz im Bereich der GATA2-Bindungstelle. Bei der 
Auswertung der 42 sequenzierten DNA-Proben konnten keine SNPs im Bereich 
der Bindungsstelle für GATA2 gefunden werden. 
Abbildung 14 B gibt einen schematischen Überblick über das sequenzierte 
DNA-Fragment für die ZSCAN21-Bindungsstelle inklusive der 
Anlagerungsstellen der Primer und der Sequenz, an die ZSCAN21 bindet. 
Auch die für diese Proben gewonnenen Sequenzen wurden als erstes mit dem 
„Contig Editor“ des Programms Gap4 mit der Referenzsequenz, die über die 
Internetseite Nucleotide (siehe Abschnitt 2.2.13) bezogen wurde, abgeglichen. 
Abbildung 14 C zeigt einen solchen Abgleich der Referenzsequenz mit 
sequenzierten Proben. Auch hier ist die Bindungsstelle für ZSCAN21 rot 
umrandet. Es folgte erneut die visuelle Auswertung der Sequenzen, die von 
Abbildung 14 D exemplarisch im Bereich der ZSCAN21-Bindungsstelle 
dargestellt wird. Bei der Auswertung aller 97 sequenzierten DNA-Proben 

































Abb. 13: Ergebnisse Sequenzierungen der GATA2-Bindungsstelle: 
(A) Dargestellt ist das SNCA-Gen mit seinen sechs Exons (schwarze Boxen), darunter 
eine Vergrößerung der 5‘-Promotorregion des SNCA-Gens mit den ersten drei Exons. 
Der Bereich, in dem sich die identifizierte GATA2-Bindungsstelle befindet, ist mit einer 
offenen Box dargestellt. (B) gibt die Basensequenz der DNA in diesem Bereich wieder. 
Diese entspricht auch dem DNA-Fragment, das durch die verwendeten Primer für die 
Sequenzierungsanalysen entstand. Hervorgehoben sind dabei die Anlagerungsstellen 
der Primer (kursiv und unterstrichen) und die Bindungsstelle für GATA2 
(Großbuchstaben, fett gedruckt). Die gewonnen Sequenzen wurden zunächst mithilfe 
des Programms Gap4 mit der Referenzsequenz abgeglichen. (C) zeigt dies 
exemplarisch. Die GATA2-Bindungsstelle ist rot umrandet. Anschließend wurden die 
Sequenzen auch visuell ausgewertet. (D) zeigt exemplarisch eine visuelle Auswertung 
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Abb. 14: Ergebnisse Sequenzierungen der ZSCAN21-Bindungsstelle: 
(A) Dargestellt ist das SNCA-Gen mit seinen sechs Exons (schwarze Boxen), darunter 
eine Vergrößerung der 5‘-Promotorregion des SNCA-Gens mit den ersten drei Exons. 
Der Bereich, in dem sich die identifizierte ZSCAN21-Bindungsstelle befindet, ist mit 
einer offenen Box dargestellt. (B) gibt die Basensequenz der DNA in diesem Bereich 
wieder. Diese entspricht auch dem DNA-Fragment, das durch die verwendeten Primer 
für die Sequenzierungsanalysen entstand. Hervorgehoben sind dabei die 
Anlagerungsstellen der Primer (kursiv und unterstrichen) und die Bindungsstelle für 
ZSCAN21 (Großbuchstaben, fett gedruckt). Die gewonnen Sequenzen wurden 
zunächst mithilfe des Programms Gap4 mit der Referenzsequenz abgeglichen. (C) 
zeigt dies exemplarisch. Die ZSCAN21-Bindungsstelle ist rot umrandet. Anschließend 
wurden die Sequenzen auch visuell ausgewertet. (D) zeigt exemplarisch eine visuelle 
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Die nachfolgende Tabelle gibt einen Überblick über die Patientendaten der 
untersuchten DNA-Proben und fasst noch einmal die Ergebnisse aus den 
Schmelzkurven- und Sequenzierungsanalysen zusammen. 
 
Tabelle 15: Überblick über die untersuchten DNA-Proben sowie über die 
Ergebnisse der Schmelzkurven- und Sequenzierungsexperimente: Obwohl 
einige auffällige Schmelzkurven identifiziert wurden, konnten keine SNPs 






Ngesamt 300 300 
NFrauen 150 150 
NMänner 150 150 
Mittleres Alter in Jahren 64 64 
Altersspanne in Jahren 25 – 87 25 – 87 
Auffällige Schmelzkurven 42 97 
Identifizierte SNPs 0 0 
 
3.4.3 Identifikation bereits bekannter SNPs 
Da durch die Schmelzkurven- und Sequenzierungsanalysen keine SNPs im 
Bereich der Bindungsstellen für GATA2 und ZSCAN21 entdeckt wurden, wurde 
die Datenbank dbSNP (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) durchsucht, um 
mögliche annotierte SNPs in diesen Bereichen zu identifizieren. Tabelle 16 listet 
annotierte SNPs im Bereich der GATA2-Bindungsstelle auf. Tabelle 17 gibt 
einen Überblick über annotierte SNPs im Bereich der Bindungsstelle für 
ZSCAN21. Aufgelistet wurden alle SNPs, die sich bis zu 300 bp upstream und 
downstream der TF-Bindungsstellen befinden und zum Zeitpunkt der Abfrage 
(24.10.2014) auf dbSNP annotiert waren. Zusätzlich wurden die Daten einer 
großen Metaanalyse [211] mit einbezogen, um mögliche weitere SNPs zu 







Tabelle 16: Annotierte SNPs im Bereich der identifizierten GATA2-
Bindungsstelle. Die GATA2-Bindungsstelle befindet sich bei Position 89828489 
– 89828501. (MAF = minor allele frequency, meta_p = Signifikanzwert der 
Korrelation des jeweiligen Markers mit der Parkinsonerkrankung aus der 
Metaanalyse von Nalls et al. [211], die Marker und ihre Position beziehen sich 









































































































































































Tabelle 17: Annotierte SNPs im Bereich der identifizierten ZSCAN21-
Bindungsstelle. Die ZSCAN21-Bindungsstelle befindet sich bei Position 
89837514 – 89837537. (MAF = minor allele frequency, meta_p = 
Signifikanzwert der Korrelation des jeweiligen Markers mit der 
Parkinsonerkrankung aus der Metaanalyse von Nalls et al. [211], die Marker 
und ihre Position beziehen sich auf dbSNP Build 38 
























































































































































Es wurde ein annotierter SNP, rs1372514, innerhalb der GATA2-Bindungsstelle 
identifiziert (in Tab. 16 fett hervorgehoben). Allerdings zeigte sich, dass die 
beiden Allele in allen untersuchten Populationen des HapMap-Projects 
dieselben waren. Somit ist eher davon auszugehen, dass dieser SNP nicht 
existiert. In einem zweiten Schritt wurden die SNPs, die sich in der Nähe der 
GATA2-Bindungsstelle befinden, auf ihre Bedeutung für ein erhöhtes Risiko, an 
einem IPS zu erkranken, untersucht. Die Datenbank dbSNP lieferte hierzu 
keine Angaben. Allerdings zeigte die Metaanalyse von Nalls et al. [211], dass 
SNP rs2737006 mit einem erhöhten Risiko einhergeht, an Parkinson zu 
erkranken. rs2737006 befindet sich 34 bp upstream der GATA2-Bindungsstelle 
(in Tab. 16 ebenfalls fett hervorgehoben). Ein weiterer identifizierter Marker, der 
mit einem erhöhten Risiko einhergeht, an einem IPS zu erkranken, rs35510249, 
befindet sich 151 bp upstream der GATA2-Bindungsstelle. 
Innerhalb der ZSCAN21-Bindungsstelle wurde ein annotierter SNP, 
rs35347270, identifiziert (in Tab. 17 fett hervorgehoben). Es handelt sich hierbei 
um eine Insertion der Base Cytosin. Über die Frequenz des SNP ist nichts 
bekannt. Ebenso gibt es keine Daten darüber, ob der Polymorphismus eine 
Assoziation mit der Parkinsonerkrankung aufweist. Der am nächsten an der 
ZSCAN21-Bindungsstelle gelegene SNP, der mit einem erhöhten Risiko 
einhergeht, an einem IPS zu erkranken, ist rs3216775 (in Tab. 17 ebenfalls fett 







4.1 Einordnung und Stellenwert dieser Arbeit 
Wie bereits in der Einleitung ersichtlich wird, bestehen mehrere Verbindungen 
zwischen aSYN und der Parkinsonerkrankung. Von großer Bedeutung war 
hierbei zunächst die Beobachtung, dass Mutationen innerhalb des Gens zu 
selten familiären Formen der Parkinsonerkrankung führen [81, 122, 123]. Dies 
kann auf eine veränderte Aminosäureabfolge im aSYN-Protein und die sich 
hieraus ergebenden veränderten biochemischen Eigenschaften zurückgeführt 
werden. Später zeigte sich jedoch, dass für die Krankheitsentwicklung auch die 
Gendosis entscheidend zu sein scheint. Dies wurde zunächst anhand von Gen-
Multiplikationen, die ebenfalls zu seltenen erblichen Parkinsonerkrankungen 
führen, ersichtlich [86, 87]. Allerdings lassen bereits neuropathologische 
Erkenntnisse darauf schließen, dass diese Effekte auch beim nicht-erblichen 
IPS und den anderen Synukleinopathien entscheidend sein können [18, 42, 44, 
121]. Bei der häufigste Erkrankung unter den Synukleinopathien, dem 
sporadisch auftretenden IPS, wird diese Hypothese durch mehrere 
Erkenntnisse gestützt: Zum einen zeigte sich, dass ein Dinukleotid-Repeat-
Polymorphismus (NACP-Rep1) im 5‘-Promotor abhängig von seiner Länge die 
Genexpression von SNCA erhöht und damit ein erhöhtes Risiko besteht, an 
einem IPS zu erkranken [151]. Zum anderen wurden SNPs im SNCA-Lokus 
identifiziert, die das Risiko erhöhen, an einem IPS zu erkranken, und die mit 
erhöhen aSYN-Level im Blut und Hirn einhergehen [160, 200, 201]. 
Diese Erkenntnisse verdeutlichen, dass der Genexpression von SNCA eine 
große Bedeutung zukommt. Ein wichtiger Schritt bei der Genexpression ist die 
Transkription. Zum Verständnis der Transkription sind Kenntnisse über den 
Promotorbereich sowie zu den TF entscheidend. Doch genau hierzu ist die 
Datenlage bisher gering. Bislang wurden nur wenige TF identifiziert, die die 
Transkription initiieren könnten, und der Promotorbereich wurde nur wenig 






Diese Arbeit liefert wichtige Erkenntnisse für das Verständnis der Transkription 
des SNCA-Gens. Es werden sowohl TF und ihre Interaktionen mit dem 
Promotorbereich untersucht als auch der Promotorbereich selbst näher 
charakterisiert. Ein Alleinstellungsmerkmal dieser Arbeit ist, dass sämtliche 
Untersuchungen an menschlichem Hirngewebe durchgeführt wurden und so 
erstmals bisherige Erkenntnisse aus Zellmodellen auf ihre Gültigkeit beim 
Menschen untersucht wurden. Dabei konnten manche Ergebnisse bestätigt, 
aber auch Grenzen dieser Übertragbarkeit aufgezeigt werden. 
Durch die Sequenzierungen der identifizierten TF-Bindungsstellen liefert diese 
Arbeit zudem wichtige Erkenntnisse über die zugrunde liegenden 
biochemischen Mechanismen von SNPs, die die Genexpression von SNCA und 
hierüber wohl auch das Risiko, an einem IPS zu erkranken, erhöhen. Es ist 
bisher nämlich völlig unklar, über welche Mechanismen solche SNPs in der 
Lage sind, die Genexpression zu beeinflussen. In Frage kommen vor allem 
Auswirkungen auf die mRNA und auf die Translation sowie Veränderungen von 
TF-Bindungsstellen, was durch die Sequenzierungen untersucht werden 
konnte. 
Der Stellenwert dieser und ähnlicher Arbeiten wird ersichtlich, wenn man sich 
vergegenwärtigt, dass trotz intensiver Forschung die Ätiologie der Parkinson-
Syndrome nach wie vor nicht endgültig aufgeklärt ist [212, 213]. Welche 
molekularbiologischen Mechanismen zum häufig selektiven Untergang von 
Neuronenpopulationen führen, bleibt letztlich ebenso ungeklärt wie der Einfluss 
von Umweltfaktoren. Zudem bestehen Defizite auf diagnostischer und 
therapeutischer Ebene: Diagnostisch ist es häufig schwierig, atypische 
Parkinson-Syndrome von einem IPS abzugrenzen [213]. Therapeutisch lassen 
sich alle Parkinson-Syndrome nur symptomatisch und nicht kausal behandeln. 
Genetische Untersuchungen wie die der vorliegenden Arbeit können helfen, die 
Ätiologie besser zu verstehen und ermöglichen zukünftig vielleicht, genetische 
Screening-Untersuchungen durchzuführen. Besonders wichtig scheint diese 
Arbeit jedoch im Hinblick auf eine zukünftige kausale Therapie der Parkinson-
Syndrome: TF bieten einen pharmakologischen Ansatzpunkt, um die 





erhöhte Expression zur Neurodegeneration führt, könnten Parkinson-Syndrome 
auf diese Weise sogar verhindert werden bevor sie entstehen. 
Limitationen dieser Arbeit werden in Abschnitt 4.2 diskutiert. 
4.2 Diskussion der Patientenproben und der Methodik 
4.2.1 Hirngewebeproben und Spender 
Bei der Auswahl der Hirngewebeproben wurde darauf geachtet, dass die 
Spender an keiner neurologischen oder psychiatrischen Erkrankung litten. So 
sollte sichergestellt werden, dass physiologische Prozesse untersucht werden 
können und nicht krankheitsspezifische Interaktionen detektiert werden. Dies 
scheint besonders unter dem Aspekt der beschriebenen SNPs, die die 
Genexpression von SNCA beeinflussen [160, 200, 201], wichtig, da diese 
Beeinflussung über eine veränderte Bindung von TF oder anderen 
regulatorischen Proteinen an die DNA vermittelt werden könnte [191]. Da nicht 
nur retrospektiv die Krankenakten der Spender durchgesehen wurden, um 
neurologische und psychiatrische Erkrankungen auszuschließen, sondern auch 
eine histologische Beurteilung der Gewebe durchgeführt wurde, kann relativ 
sicher davon ausgegangen werden, dass die Spender tatsächlich neurologisch 
und psychiatrisch gesund waren. Limitationen ergeben sich natürlich bzgl. 
psychiatrischer Erkrankungen. Darüber hinaus wurden sowohl Proben von 
einem männlichen und einem weiblichen Spender untersucht. Auf diese Weise 
wurde sichergestellt, dass es keine geschlechtsspezifischen Unterschiede gibt. 
Limitationen der Ergebnisse ergeben sich aus der geringen Anzahl an 
Spenderindividuen und daraus, dass keine jungen Spender eingeschlossen 
wurden, sondern alle Spender älter als 67 Jahre waren. Außerdem wurden nur 
Proben aus den Bereichen Medulla oblongata, Gyrus cinguli und frontaler 
Kortex untersucht. Proben aus anderen Hirnregionen waren nicht verfügbar. So 
konnte auch die besonders für das IPS wichtige SN nicht untersucht werden. 
Da jedoch die Ergebnisse in allen drei untersuchten Regionen übereinstimmten, 
kann davon ausgegangen werden, dass es sich um weit verbreitete 
Mechanismen in Hirngewebe handelt, die sich prinzipiell auf andere Regionen, 





dass bei der Untersuchung der Gewebeproben nicht zwischen neuronalen und 
glialen Zellen unterschieden werden konnte. Zwar belegen neuere 
Untersuchungen, dass beispielsweise bei der MSA aSYN nicht nur in glialen, 
sondern auch in neuronalen Zellen akkumuliert [44], was eine gemeinsame 
Untersuchung dieser Zellen rechtfertigt. Allerdings treten LK beim IPS und der 
DLB nur in Neuronen auf [18], weshalb letztlich eine getrennte Untersuchung 
sinnvoller wäre. Somit besteht hier eine gewisse Unschärfe. 
4.2.2 Patientenauswahl für das Screening nach SNPs 
Die DNA für das Screening nach SNPs stammte ausschließlich von Patienten, 
die an einem idiopathischem Parkinson-Syndrom erkrankt waren. Die 
Diagnosestellung erfolgte anhand der UK Parkinson’s Disease Society Brain 
Bank Kriterien ([27] und Abschnitt 1.2.1) und wurde von Spezialisten für 
Bewegungsstörungen getroffen. Wie sicher die Diagnose bei Anwendung dieser 
Kriterien ist, wurde in einigen Studien untersucht. Dabei zeigte sich je nach 
Studie, dass die Diagnose zu 82-99% korrekt war (positiver prädiktiver Wert). 
Tabelle 18 gibt einen Überblick über diese Studien. 
 
Tabelle 18: Positiver prädiktiver Wert für die Diagnose eines IPS unter 
Anwendung der UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank Kriterien [27] in 
verschiedenen Studien 
Studie 
Hughes et al. 1992 [27] 
Ansorge et al. 1997 [214] 
Hughes et al. 2001 [215] 
Hughes et al. 2002 [216] 






Wie aus der Tabelle ersichtlich, kann trotz relativ hoher Diagnosesicherheit 
nicht ausgeschlossen werden, dass auch Patienten, die nicht an einem IPS 
leiden, in die Untersuchungen mit eingeschlossen wurden. Dennoch kann 
aufgrund dieser Zahlen und der Expertise der betreuenden Ärzte davon 
ausgegangen werden, dass die Anzahl an fälschlicherweise eingeschlossenen 





Das Alter der Patienten lag zwischen 25 und 87 Jahren. Es wurde somit eine 
sehr weite Altersspanne abgedeckt. Das mittlere Alter betrug 64 Jahre und lag 
damit etwas über dem durchschnittlichen mittleren Manifestationsalter von 60 
Jahren [11]. Damit geschlechtsspezifische Unterschiede ausgeschlossen 
werden konnten, stammten die DNA-Proben zu gleichen Anteilen von Männern 
und Frauen. Insgesamt wurden 300 Proben auf SNPs gescreent. Somit ließen 
sich theoretisch SNPs mit einer MAF von 0,0033 nachweisen, was für ein 
solches Screening ausreichend erscheint. Dennoch kann mit diesem Umfang 
nicht ausgeschlossen werden, dass evtl. vorhandene sehr seltene SNPs nicht 
detektiert wurden. Eine letzte Limitation ergibt sich daraus, dass die DNA-
Proben von der Biobank des Hertie Instituts für klinische Hirnforschung in 
Tübingen hauptsächlich von europäischen Parkinsonpatienten stammten. Es 
wurde folglich eine europäische Kohorte untersucht. Da SNPs jedoch bei 
Menschen unterschiedlicher Ethnie unterschiedlich häufig vorkommen [187], ist 
nicht ausgeschlossen, dass Studien, die eine andere Kohorte untersuchen, zu 
einem anderen Ergebnis kommen. 
4.2.3 Western Blotting und Immunopräzipitationen 
Western Blots boten sich als einfache und schnelle Methode an, C/EBPβ, 
GATA2 und ZSCAN21 in den Proteinlysaten aus den Zellkernen 
unterschiedlicher Hirngewebe nachzuweisen. Dennoch gelingt der Nachweis 
von Proteinen nicht immer mit dieser Methode. Neben einer zu geringen Menge 
an nachzuweisendem Protein gibt es gleich mehrere weitere Ursachen: Es 
können Probleme mit den verwendeten Antikörpern und Puffern auftreten. 
Außerdem gelingt der Nachweis nicht, wenn zu intensiv gewaschen wird oder 
das Antigen von der eingesetzten Blocking-Lösung maskiert wird. Letztlich kann 
die Expositionszeit der Membranen gegenüber den Filmen zu kurz gewählt 
sein. Es wurde versucht, alle diese Ursachen zu beseitigen, sodass ein Protein, 
das nicht nachgewiesen werden konnte, wahrscheinlich nicht oder in einer zu 
geringen Menge vorhanden war. Dennoch kann nicht ganz ausgeschlossen 
werden, dass solche Ursachen verhinderten, dass ein Protein nicht 





IP ermöglichen es, Proteine aus einer Lösung zu isolieren und auf diese Weise 
zu konzentrieren [217]. Sie eignen sich also auch bei einer geringen 
Ausgangsmenge zum Proteinnachweis [218]. Wenn es daher, wie im Falle von 
ZSCAN21, nicht gelang, ein Protein mittels Western Blotting nachzuweisen, 
wurde eine IP durchgeführt, um die Annahme, dass das Protein nicht oder in 
einer geringen Konzentration vorliegt, zu bekräftigen. So konnten durch die 
Kombination von Western Blotting und IP Proteine relativ sicher nachgewiesen 
werden. Außerdem ermöglichte diese Kombination die grobe Abschätzung in 
welcher Menge ein Protein vorliegt. 
4.2.4 Der Einsatz bioinformatischer Programme 
Zur Vorhersage potentieller Promotorbereiche und Bindungsstellen für TF 
wurde in dieser Arbeit das Programm MatInspector von Genomatix verwendet. 
Der Einsatz eines solchen Programms erschien sinnvoll, da mehrere 
vorausgegangene Studien zeigten, dass der Promotorbereich von SNCA eine 
sehr komplexe Struktur besitzt [147, 151-153] und über diese Region sowie 
über mögliche TF nur sehr wenig bekannt ist. Bioinformatische Programme 
können hierbei durch die Einbeziehung von Kenntnissen aus der Genregulation 
anderer Gene und die Anwendung „allgemein gültiger Regeln“ für die 
Transkription helfen, solche komplexe Regionen besser zu verstehen. Nur so 
ließen sich Promotorbereiche in der 5‘-Region von SNCA definieren und darin 
nach möglichen TF-Bindungsstellen suchen. Allerdings besteht durch dieses 
Vorgehen die Gefahr, dass genspezifische Aspekte außer Acht gelassen und 
so beispielsweise wichtige TF-Bindungsstellen außerhalb der definierten 
Promotorbereiche nicht untersucht wurden. Für die Vorhersage der TF-
Bindungsstellen benutzte das Programm sogenannte positionsgewichtete 
Matrizen. Diese ermöglichen zwar eine genauere Vorhersagbarkeit als 
Konsensussequenzen [207], bieten aber dennoch keine endgültige Sicherheit 
und Vollständigkeit über TF-Bindungsstellen. Die nachfolgenden in vitro-
Untersuchungen sind folglich höchstens so valide wie die Vorhersagen des 





Bei allen mittels MatInspector identifizierten TF-Bindungsstellen handelt es sich 
um in silico-Vorhersagen. Dabei ist zu beachten, dass diese in silico-TF-
Bindungsstellen nicht mit in vitro- oder gar in vivo-Bedingungen gleichzusetzten 
sind, da multiple Parameter wie die Chromatinumgebung, der Abstand zum 
nächsten cis-Element oder intrinsische Eigenschaften des Bindungsmotivs 
entscheidend sind [219]. Darüber hinaus werden durch bioinformatische 
Programme zelltypspezifische Unterschiede, die ebenfalls Einfluss auf diese 
Parameter haben, vernachlässigt. Somit war es unerlässlich, die mittels 
MatInspector identifizierten potentiellen TF-Bindungsstellen durch in vitro- und 
in vivo-Methoden auf ihre funktionelle Relevanz zu überprüfen. 
4.2.5 ChIP Assays und EMSAs 
Die mittels MatInspector identifizierten potentiellen TF-Bindungsstellen wurden 
zunächst durch ChIP Assays auf ihre funktionelle Relevanz überprüft. Es 
wurden bewusst ChIP Assays zur Untersuchung dieser TF-DNA-Interaktionen 
durchgeführt, da diese anderen Methoden gegenüber überlegen sind [220]. 
Außerdem ermöglichen sie es, spezifisch Proteine an ihrer DNA-Bindungsstelle 
nachzuweisen. Zwar ist diese Spezifität zunächst durch die Spezifität der 
verwendeten Antikörper begrenzt. Durch den Einsatz spezifischer Primer 
passend zu der potentiellen Bindungsstelle wird diese Einschränkung jedoch 
wieder beseitigt. Limitationen der ChIP Assays ergeben sich im Wesentlichen 
durch ineffiziente Cross-links und Antikörper-Antigen-Bindungen. In beiden 
Fällen ließe sich das gesuchte DNA-Fragment in der PCR nicht oder nur in 
geringen Mengen nachweisen. Da jedoch signifikante Signale in den ChIP 
Assays auftraten, kann von effizienten Cross-links und Antikörper-Antigen-
Bindungen ausgegangen werden. 
Nach der Identifikation der TF-Bindungsstellen durch die ChIP Assays stellte 
sich die Frage, wie diese Interaktionen weiter charakterisiert werden können. 
Dabei boten sich EMSAs an, da diese eine schnelle und extrem sensitive 
Methode darstellen, um TF-DNA-Interaktionen zu untersuchen, und auch eine 
Aussage über die Bindungseigenschaften ermöglichen [221]. Die Schwierigkeit 





Bindungen zu finden. Als diese Bedingungen gefunden worden waren, waren 
die Assays kaum störungsanfällig. Letztlich sollten noch Supershift-Assays 
durchgeführt werden, bei denen neben der DNA und dem Lysat der 
Zellkernproteine spezifische Antikörper gegen die TF, deren Bindung untersucht 
werden soll, hinzugegeben werden. Durch die Bindung der Antikörper an die TF 
entstehen Banden in der Elektrophorese, die noch langsamer migrieren als die 
Banden, die nur aus TF und DNA bestehen. Dies dient dem Nachweis, dass die 
Shifts der Banden in den EMSAs tatsächlich durch die TF, die untersucht 
werden sollen, hervorgerufen werden. Die Supershift-Assays gelangen nicht. 
Am wahrscheinlichsten ist dies darauf zurückzuführen, dass die Bedingungen, 
die für die TF-DNA-Interaktionen günstig waren, keine Bindung der Antikörper 
an die Proteine zuließen. Somit ist letztlich nicht auszuschließen, dass die 
Shifts der Banden auch von anderen Protein-DNA-Interaktionen als den 
angenommenen ausgelöst wurden. Da jedoch das Design der EMSAs auf 
spezifische Protein-DNA-Interaktionen schließen lässt (Einsatz von spezifischen 
und unspezifischen Kompetitoren), die jeweiligen Interaktionen vorher mittels 
ChIP Assays identifiziert und die TF durch Western Blotting und IP in den 
Proteinlysaten der Zellkerne nachgewiesen werden konnten, ist dies äußerst 
unwahrscheinlich. 
4.2.6 Schmelzkurvenanalysen und Sequenzierungen 
Die für das Screening nach SNPs eingesetzte Kombination aus 
Schmelzkurvenanalysen und Sequenzierungen erschien sinnvoll, da sie 
gegenüber alleiniger Sequenzierungen den Vorteil bietet, dass eine große 
Probenanzahl schnell und kostengünstig gescreent werden kann. Darüber 
hinaus gewährleisten Schmelzkurvenanalysen als Screening-Methode für SNPs 
eine gute Sensitivität und Spezifität [222]. 
Proben, deren Schmelzkurve von der Mehrzahl der Kurven abwich, wurden 
sequenziert. Die Sequenzierungen erlauben dabei den Nachweis von SNPs mit 
hoher Sicherheit, besonders wenn, wie hier geschehen, der forward- und 
reverse-DNA-Strang getrennt voneinander sequenziert und untersucht werden. 





Basensubstitution es sich handelt bzw. ob eine Insertion oder eine Deletion 
vorliegt. 
Trotzdem ist eine endgültige Sicherheit, dass alle Polymorphismen detektiert 
wurden, nicht gegeben. Eine Grenze der eingesetzten Assays scheint 
beispielsweise durch eine Heterozygotie gegeben, da es hierbei zu „allelic 
dropouts“ bzw. zu „null alleles“ kommen kann [223]. Dabei werden während der 
PCR die zwei Allele nicht gleich stark amplifiziert, was zu einer falschen 
Homozygotie führen kann. Auf diese Weise könnten Polymorphismen in den 
unterrepräsentierten Allelen übersehen worden sein. Da diese Effekte auch 
durch SNPs in den Bindungsstellen der eingesetzten Primer entstehen und 
sowohl für die Schmelzkurvenanalysen als auch für die Sequenzierungen die 
gleichen Primer eingesetzt wurden, ist es durchaus möglich, dass es in beiden 
Assays zu diesen Fehlern während der PCR kam [223]. 
4.2.7 Bewertung der verwendeten Proben und der eingesetzten Methodik 
Sowohl mit der Auswahl der Proben als auch der eingesetzten Methoden sollte 
versucht werden, möglichst valide Ergebnisse zu generieren. Trotz aller Sorgfalt 
lässt sich eine kleine Anzahl an Einschränkungen nicht vermeiden. Diese 
müssen aber unbedingt berücksichtig werden. Für die Proben gilt dies 
insbesondere für die begrenzte Anzahl an Hirngewebe und die gemeinsame 
Untersuchung von glialen und neuronalen Zellen sowie dafür, dass beim SNP-
Screening nur eine europäische Kohorte untersucht wurde. Die größte 
Limitation für den Bereich der verwendeten Methodik ist sicherlich durch den 
Einsatz des bioinformatischen Programms MatInspector gegeben. 
4.3 Diskussion der Ergebnisse 
4.3.1 Vorhandensein der C/EBPβ-, GATA2- und ZSCAN21-
Transkriptionsfaktoren in humanem Hirngewebe 
Wie bereits aus Abschnitt 1.5 hervorgeht, wurden die untersuchten TF durch 
vorausgegangene Studien mit neuronalen Strukturen, insbesondere bei 
Entwicklungsprozessen, in Verbindung gebracht [163, 174, 181]. Dennoch war 





menschlichem Hirngewebe gering. Für ZSCAN21 fehlte bislang sogar jeglicher 
Nachweis. In dieser Arbeit konnten die drei TF in allen untersuchten 
Hirnregionen auf Proteinebene nachgewiesen werden. Somit konnte erstmals 
direkt bestätigt werden, dass ZSCAN21 in Zellen von menschlichem 
Hirngewebe exprimiert wird und damit dort an der Genregulation beteiligt sein 
könnte. Die Tatsache, dass ZSCAN21 nicht durch Western Blotting, sondern 
nur durch die IP nachgewiesen werden konnte, wurde dadurch erklärt, dass das 
Protein wahrscheinlich nur schwach exprimiert wird (vgl. Abschnitt 4.2.3). Dies 
befände sich auch im Einklang mit vorausgegangenen Studien, bei denen 
gezeigt wurde, dass ZSCAN21 und andere Mitglieder dieser TF-Familie zwar in 
vielen Geweben vorkommen, meistens jedoch nur relativ schwach exprimiert 
werden [176, 182]. 
Für GATA2 konnte bereits gezeigt werden, dass es im frontalen Kortex und in 
der SN stark exprimiert wird [153]. Ähnliche Beobachtungen machte eine 
andere Studie für C/EBPβ im frontalen Kortex [167]. In dieser Arbeit konnten 
beide TF im Bereich der Medulla oblongata, des Gyrus cinguli und des frontalen 
Kortex‘ auf Proteinebene nachgewiesen werden. Das Bandenmuster der 
Western Blots lässt darauf schließen, dass sowohl C/EBPβ als auch GATA2 in 
allen Bereich kräftig exprimiert werden. Somit scheinen diese Beobachtungen 
ebenfalls im Einklang mit den bisherigen Erkenntnissen zu stehen. 
Durch den Nachweis aller drei TF in allen untersuchten Hirnregionen und der 
Tatsache, dass GATA2 durch eine andere Studie in einer weiteren Hirnregion 
nachgewiesen wurde [153], kann angenommen werden, dass diese drei TF in 
Zellen vieler Hirnregionen exprimiert werden. In dieser Arbeit konnte zusätzlich 
gezeigt werden, dass die TF in den Zellkernen der untersuchten Hirnregionen 
vorkommen, da für die Western Blots und IP Lysate der Zellkernproteine 
eingesetzt wurden. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die drei TF in weiten 
Teilen des Hirns an der Regulation der Genexpression beteiligt sein könnten. 
4.3.2 Potentielle Promotorbereiche und Bindungsstellen der 
Transkriptionsfaktoren innerhalb des SNCA-Gens 
Auf die Komplexität der Promotorregion von SNCA und die Schwierigkeiten, 





1.4.4 und 4.2.4). Neben der 5‘-UTR [197] wurde in neueren Studien besonders 
Intron 1 als wichtige regulatorische Region identifiziert [152, 153]. Darüber 
hinaus ist seit längerem bekannt, dass die klassische Vorstellung über die 
Genregulation, initiiert durch eine spezifische TF-DNA-Interaktion, nicht 
ausreichend ist. Vielmehr zeigte sich, dass an der Regulation eines Gens 
oftmals viele Faktoren beteiligt sind. Unter diesen Faktoren befinden sich nicht 
nur die „eigentlichen TF“, sondern auch Co-Aktivatoren und Suppressoren. Alle 
diese Elemente können zudem an upstream-, downstream- und intronische 
DNA-Sequenzen eines Gens binden [219]. Zwischen ihnen liegen oft weite 
Distanzen, die jedoch durch spezielle Mechanismen überwunden werden 
können: Zum einen können sich DNA-Schleifen höherer Ordnung bilden, sog. 
„chromatin loops“, über die weit entfernt an die DNA gebundene Elemente 
zusammengebracht werden [224]. Zum anderen kennt man das Phänomen des 
„linkings“, bei dem sich Proteinketten entlang der DNA bilden und auf diese 
Weise eine Art „Brücke“ zwischen entfernten DNA-Stellen hergestellt wird [225, 
226]. 
Unter Berücksichtigung dessen war es nicht überraschend, dass sich die 
identifizierten potentiellen Promotorbereiche über eine große genomische 
Distanz erstrecken (von GXP_1498580 bis GXP_1498583 insgesamt 10721 bp) 
und sowohl in der 5‘-UTR als auch in Intron 1, Intron 2 und Intron 3 lokalisiert 
sind. Die Tatsache, dass die meisten Promotorbereiche in Intron 1 liegen, kann 
so interpretiert werden, dass sich hierdurch die Wichtigkeit dieser Region für die 
Genregulation von SNCA widerspiegelt. Allerdings ist es auch möglich, dass 
diese Region überrepräsentiert ist, da vorausgegangene Studien Intron 1 als 
wichtige regulatorische Region identifiziert hatten [152, 153] und dies Eingang 
in den Algorithmus des Programms MatInspector fand. Trotzdem wurden 
Promotorbereiche auch außerhalb Intron 1 identifiziert, was verdeutlicht, dass 
durchaus weitere Regionen für die Genregulation von SNCA infrage kommen. 
Die identifizierten TF-Bindungsstellen verteilen sich über diese 
Promotorbereiche. Am meisten potentielle Bindungsstellen wurden für GATA2 
gefunden. Diese kommen in allen Promotorbereichen vor und überwiegen 





GATA2, vier für C/EBPβ und zwei für ZSCAN21), die nur in wenigen 
Promotorbereichen vorkommen. Dies lässt sich darauf zurückführen, dass 
GATA-Bindungsmotive, nicht zuletzt wegen ihrer Simplizität, sehr häufig im 
ganzen Genom vorkommen [219]. Natürlich sagt das alleinige Vorhandensein 
von Bindungsmotiven noch nichts über deren funktionelle Relevanz aus. Somit 
verdeutlicht die Vielzahl an GATA2-Motiven noch einmal, wie wichtig es ist, 
solche in silico-Motive auf ihr funktionelle Relevanz zu überprüfen (vgl. 
Abschnitt 4.2.4). 
Obwohl in dieser Arbeit primär nur nach Bindungsstellen für C/EBPβ, GATA2 
und ZSCAN21 gesucht wurde, wurde während der Benutzung des Programms 
MatInspector deutlich, dass sich in den identifizierten Promotorbereichen viele 
weitere potentielle Bindungsstellen anderer TF befinden. Dies zeigt, dass viele 
weitere Faktoren an der Genregulation von SNCA beteiligt sein könnten und 
verdeutlicht noch einmal die Komplexität dieses Vorgangs. Wie bereits in 
Abschnitt 1.4.4 erwähnt, wurden zwischenzeitlich weitere Faktoren identifiziert, 
die an Promotorbereiche von SNCA binden können [152, 156, 157]. Unter 
diesen Faktoren befinden zwei (ZNF219 und Pax6), bei denen es zunächst zu 
klären gilt, ob diese in menschlichen Hirnzellen eher als Enhancer oder als 
Suppressor fungieren, da sich in den bisherigen Studien je nach Zelltyp und 
dem Vorhandensein bzw. Fehlen weiterer Faktoren unterschiedliche 
Ergebnisse zeigten [152, 156]. Dagegen zeigte sich, dass ein dritter Faktor, 27-
Hydroxycholesterol (27-OHC), über LXR an den SNCA-Promotor bindet und 
dadurch die Expression von SNCA erhöht [157]. Als mit den Experimenten 
dieser Arbeit begonnen wurde, waren die Studien, die die Faktoren Pax6 und 
27-OHC als mögliche TF für SNCA identifizierten, noch nicht publiziert worden 
und wurden daher nicht in die Untersuchungen mit eingeschlossen. ZNF219 
wurde aufgrund der erwähnten Unsicherheiten nicht untersucht. 
4.3.3 Identifizierte Bindungsstellen der GATA2- und ZSCAN21-
Transkriptionsfaktoren 
Sowohl für GATA2 als auch für ZSCAN21 existierten bereits viele Belege, dass 
sie als TF für SNCA die Expression des Gens regulieren [152, 153]. Für beide 





Intron 1 identifiziert werde. Darüber hinaus zeigte sich in knock-down-
Experimenten mit siRNA gegen GATA2 bzw. ZSCAN21 ein signifikanter Abfall 
der SNCA-Expression. 
Gegenstand dieser Arbeit war es, zu überprüfen, ob sich diese Erkenntnisse, 
die auf Untersuchungen an speziellen Zellmodellen beruhen, auf Zellen 
menschlichen Hirngewebes übertragen lassen. Mittels ChIP Assays und 
EMSAs konnte dabei die bereits durch Clough et al. [152] beschriebene 
Interaktion von ZSCAN21 mit einer speziellen Bindungsstelle in Intron 1 von 
SNCA bestätigt werden. Unter Berücksichtigung der eingangs erwähnten 
Erkenntnisse kann somit angenommen werden, dass dieser Interaktion 
tatsächlich eine Schlüsselrolle in der Genregulation von SNCA in der 
menschlichen in vivo-Situation zukommt. 
Des Weiteren konnte durch die ChIP Assays und die EMSAs eine Interaktion 
für GATA2 mit dem Promotorbereich von SNCA nachgewiesen werden. Folglich 
kann ebenfalls unter Berücksichtigung der eingangs erwähnten Erkenntnisse 
angenommen werden, dass GATA2 an der Genregulation von SNCA in vielen 
Zellsystemen des Menschen unter in vivo-Bedingungen beteiligt ist. 
Überraschend war jedoch, dass sich die nachgewiesene Bindungsstelle nicht in 
Intron 1 befand, wie aufgrund der vorausgegangenen Studie von Scherzer et al. 
[153] zu erwarten war, sondern in Intron 2. Somit scheint in diesem Fall eine 
direkte Übertragbarkeit der Ergebnisse aus den Experimenten mit Zellmodellen 
auf Zellen menschlichen Hirngewebes nicht gegeben. Diese Tatsache wird 
verständlicher, wenn man sich bewusst macht, dass es sich bei dem Zellmodell, 
an dem die Interaktion von GATA2 mit dem Promotorbereich von SNCA 
untersucht wurde, um erythrozytäre Vorläuferzellen von Mäusen handelt. 
Während das Zellsystem, an dem die TF-DNA-Interaktion von ZSCAN21 
studiert wurde, neuronale Zellen von Ratten verwendete, stimmte bei diesem 
Modell weder der Zelltyp noch die Spezies mit den in dieser Arbeit 
durchgeführten Experimenten überein. Dabei wird häufig versucht, 
Unterschiede, die aufgrund verschiedener Spezies gegeben sind, durch den 
Abgleich von DNA-Sequenzen zu überwinden. Tatsächlich ist die von Scherzer 





Bindungsmotiv, das es sehr wahrscheinlich machte, dass dieses Motiv in 
menschlichen Zellen dieselbe funktionelle Relevanz besitzt. Trotzdem kann 
nicht pauschal angenommen werden, dass evolutionär konservierte 
Bindungsmotive in allen Spezies dieselbe Funktion innehaben. Es gibt sogar 
Studien, die zeigen, dass der Abgleich von DNA-Sequenzen mehrere Spezies 
keine zuverlässige Vorhersage über das Bindungsverhalten von TF an die DNA 
erlaubt [219]. Die SNCA-Gene bei der Maus und beim Menschen haben zwar 
einige Ähnlichkeiten, vor allem in den kodierenden Exons und in Intron 4, 
zeigen jedoch auch Bereiche geringer Übereinstimmung, z.B. in der 5‘-UTR und 
in Exon 1. Auch die Genumgebung auf Chromosom 6 bei der Maus stimmt nicht 
mit der auf Chromosom 4 beim Menschen überein [147]. 
Wie bereits erwähnt kommen GATA2-Bindungsmotive sehr häufig im ganzen 
Genom vor, ohne dass das bloße Vorhandensein des Motivs eine funktionelle 
Relevanz darstellt, da weitere Faktoren, wie z.B. die Chromatinumgebung, 
entscheidend sind [219]. Neben den Unterschieden aufgrund verschiedener 
Spezies sollten daher unter diesem Gesichtspunkt keinesfalls zelltypspezifische 
Unterschiede außer Acht gelassen werden. In verschiedenen Zelltypen kann 
die Chromatinumgebung beispielsweise durch DNA-Methylierung oder Histon-
Modifikationen verändert sein [227]. Außerdem können je nach Zelltyp die TF 
selbst modifiziert werden, z.B. durch Phosphorylierung, was zu einer 
Veränderung der Bindungseigenschaften führt [228]. 
Einige Studien haben bereits Interaktionen von GATA-TF mit intronischen 
Sequenzen beschrieben. Darunter ist nicht nur das erste Intron bei SNCA [153], 
sondern auch Intron 3 [229], Intron 7 [230] und Intron 8 [231] anderer Gene. In 
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass GATA2 an eine spezifische 
Bindungsstelle des SNCA-Promotors in Intron 2 bindet. In Bezug auf die 
Genregulation von SNCA wird dadurch deutlich, dass es neben dem Intron 1, 
das als sehr wichtige regulatorische Kontrollregion für die Transkription 
beschrieben wurde [152], weitere wichtige regulatorische Regionen gibt. Dies 
wird noch offensichtlicher, wenn man die kürzlich identifizierten regulatorischen 
Faktoren Pax6 und 27-OHC mit einbezieht, deren Bindungsstellen sich in der 





klar, dass die Genregulation komplex ist, dass viele Faktoren daran beteiligt 
sind und dass diese teilweise sehr weit voneinander entfernt an die DNA 
binden. 
Abschließend ist noch anzumerken, dass die identifizierten TF-DNA-
Interaktionen von GATA2 und ZSCAN21 in allen untersuchten Hirnregionen 
gefunden werden konnten. Unter der Annahme, die unter Abschnitt 4.3.1 
gemacht wurde, nämlich dass die TF an der Genregulation in weiten Teilen des 
Hirns beteiligt sein könnten, kann so schlussgefolgert werden, dass es sich 
hierbei um weit verbreitete Mechanismen in menschlichem Hirngeweben 
handelt. Dies wäre zum einen wichtig, um die spezielle SN-Pathologie beim IPS 
zu erklären, da Zellen aus dieser Region in dieser Arbeit nicht untersucht 
wurden. Zum anderen ist diese Erkenntnis interessant, weil sich sowohl beim 
IPS als auch bei den anderen Synukleinopathien aSYN-Ablagerungen in 
mehreren verschiedenen Hirnregionen zeigen [232]. 
4.3.4 Die Rolle der C/EBPβ-Transkriptionsfaktoren 
Die Rolle von C/EBPβ in der Genregulation von SNCA war weniger gut 
untersucht als die von GATA2 und ZSCAN21. Es wurden bisher keine 
Bindungsstellen beschrieben, an die der TF im Promotorbereich von SNCA 
bindet. Auch in dieser Arbeit konnte keine Interaktion mit dem Promotorbereich 
von SNCA nachgewiesen werden, obwohl sich potentielle Bindungsstellen in 
den identifizierten Promotorbereichen befanden. Natürlich könnte dies erneut 
an zelltypspezifischen Unterschieden zwischen der Studie von Gómez-Santos 
et al. [155] und dieser Arbeit liegen, wie bereits im vorausgegangenen Abschnitt 
diskutiert. Allerdings benutzten Gómez-Santos und Kollegen SH-SY5Y-Zellen, 
humane Neuroblastom-Zellen, die als Zellmodell menschliche Hirnzellen 
wesentlich besser abbilden als beispielsweise die erythrozytären 
Vorläuferzellen, die Scherzer et al. [153] verwendeten. Denn zum einen sind 
diese Zellen menschlichen Ursprungs, es bestehen also keine Unterschiede 
durch eine andere Spezies, zum anderen besitzen diese Zellen viele 
Charakteristika von dopaminergen Neuronen, weshalb sie auch häufig als 





Da in den ChIP Assays keine Interaktion von C/EBPβ mit dem SNCA-Locus 
nachgewiesen werden konnte, ist es unwahrscheinlich, dass C/EBPβ unter 
physiologischen Bedingungen die Genexpression von SNCA direkt reguliert. Als 
Gómez-Santos et al. beobachteten, dass sich die Expression von SNCA mit 
geringem zeitlichen Abstand in einem ähnlichen Muster wie die C/EBPβ-Level 
erhöhte, stressten sie die Zellen mit Dopamin. Durch diesen Zellstress könnte 
es zur Aktivierung zusätzlicher zellulärer Mechanismen, wie beispielsweise die 
Aktivierung von Kinasen, gekommen sein [234], die über eine Phosphorylierung 
von C/EBPβ möglicherweise dessen Bindungseigenschaften veränderten. Auf 
diese Weise könnten die identifizierten potentiellen Bindungsstellen doch 
funktionell relevant werden. 
Allerdings konnten Gómez-Santos und Kollegen auch zeigen, dass die alleinige 
Überexpression von C/EBPβ in SH-SY5Y-Zellen zu einer Erhöhung der SNCA-
Expression führte. Somit besteht die Möglichkeit, dass tatsächlich ein 
Zusammenhang zwischen C/EBPβ und der Genexpression von SNCA existiert, 
der nicht auf Zellstress oder Veränderung der TF zurückzuführen ist. Eine 
mögliche Erklärung liefert dabei GATA2, das als TF für SNCA identifiziert 
wurde: Es existieren mehrere Studien, die zeigen konnten, dass C/EBPβ als 
Enhancer für GATA-TF fungieren kann [235, 236]. Dabei beschreiben diese 
Studien zwei unterschiedliche Mechanismen, wie es zu dieser Enhancer-
Funktion kommen kann. Zum einen konnte eine direkte Protein-Protein-
Interaktion zwischen C/EBPβ und GATA-TF nachgewiesen werden, die eine 
deutliche Erhöhung der GATA-vermittelten Genexpression nach sich zog [235]. 
Dass sowohl GATA2 als auch C/EBPβ häufig Interaktionen mit anderen 
Faktoren eingehen, wurde bereits in Abschnitt 1.5 beschrieben. Zum anderen 
wurde beobachtet, dass sowohl GATA-TF als auch C/EBPβ individuell an die 
DNA binden und die Expression stimulieren können, dass jedoch eine 
Kooperation der TF zu einer wesentlich stärkeren Erhöhung der Genexpression 
führt [236]. Dabei könnten die individuell an den Promotorbereich gebundenen 
TF über ein weiteres Protein „überbrückt“ werden, was zu dieser besonders 
starken Genexpression führt [236]. Da in dieser Arbeit keine Interaktion von 





Hypothese aufgestellt werden, dass C/EBPβ die Genexpression von SNCA 
über eine Protein-Protein-Interaktion stimuliert. 
4.3.5 SNPs in den identifizierten GATA2- und ZSCAN21-Bindungsstellen 
Wie bereits in Abschnitt 1.6 erwähnt konnten SNPs identifiziert werden, die mit 
einem erhöhten Risiko einhergehen, an einem IPS zu erkranken [159, 197-199]. 
Die gleiche Beobachtung konnte auch für die MSA [192, 203, 204] und für die 
DLB gemacht werden [202]. Für das IPS konnte zudem gezeigt werden, dass 
SNPs, die das Erkrankungsrisiko erhöhen, mit erhöhten aSYN-Level in Blut und 
Hirn einhergehen [160, 200, 201]. Daraus leitet sich die Hypothese ab, dass 
SNPs das Erkrankungsrisiko über eine Fehl-/Überexpression von SNCA 
beeinflussen. Alle bisher identifizierten SNPs, denen eine Erhöhung des 
Risikos, an einem IPS zu erkranken, zugeschrieben wird, liegen in nicht-
kodierenden Bereichen des SNCA-Gens [124]. Über welche Mechanismen 
solche SNPs in der Lage sind, die Genexpression zu beeinflussen, wurde 
ebenfalls bereits in Abschnitt 1.6 erläutert. In Frage kommen vor allem die 
Veränderung von TF-Bindungsstellen sowie Auswirkungen auf die mRNA und 
auf die Translation. Zum aktuellen Stand der Forschung ist der Mechanismus 
jedoch völlig unklar. Es ist noch nicht einmal geklärt, ob die bisher identifizierten 
„Risiko-SNPs“ selbst Ursache dieser Mechanismen sind oder ob andere 
Polymorphismen, die mit diesen SNPs zusammen vererbt werden, die 
relevanten Effekte hervorrufen. Zwar liegen die meisten dieser „Risiko-SNPs“ 
im 3‘-Bereich [159, 237] und nicht im 5‘-Bereich, in dem die TF i.d.R. binden. 
Trotzdem ist es durchaus wahrscheinlich, dass durch SNPs TF-Bindungsstellen 
verändert werden können, zumal auch SNPs im 5‘-Bereich existieren, die das 
Erkrankungsrisiko für ein IPS erhöhen. Darüber hinaus konnte kürzlich gezeigt 
werden, dass der TF YY1 an das protektive Allel des SNPs rs356219 in der 3‘-
Region von SNCA bindet und auf diese Weise die Genexpression von SNCA 
beeinflusst wird [238]. Damit wird die Annahme, dass SNPs über die 






In dieser Arbeit konnten die beiden TF GATA2 und ZSCAN21 als TF für SNCA 
in menschlichen Hirnzellen bestätigt und deren Bindungsstelle im 
Promotorbereich identifiziert werden. Hieraus ergab sich erstmals die 
Möglichkeit, TF-Bindungsstellen bei Patienten, die an einem IPS erkrankt 
waren, gezielt auf SNPs zu untersuchen. In bisherigen Studien wurde stets der 
umgekehrte Weg versucht: DNA-Abschnitte, die SNPs enthalten, wurden 
aufwendig auf mögliche Bindungselemente untersucht und diese anschließend 
mittels Massenspektrometrie identifiziert. 
Zu diesem Zweck wurden die Bindungsstellen zunächst mittels 
Schmelzkurvenanalysen auf mögliche SNPs gescreent, um eine große Anzahl 
an Patientenproben rasch zu untersuchen. Durch dieses Vorgehen wurden 
einige „auffällige“ Schmelzkurven identifiziert. Auffälligkeiten in den 
Schmelzkurvenanalysen entstehen jedoch nicht zwingend nur durch 
Polymorphismen in den DNA-Sequenzen, sondern treten beispielsweise auch 
bei einer geringen DNA-Qualität, bei Problemen im Ablauf der PCR-Reaktionen 
oder durch Pipettierfehler auf. Da die Schmelzkurven der ZSCAN21-
Bindungsstelle sehr inhomogen waren, muss besonders bei diesen 
Ergebnissen von solchen Ursachen ausgegangen werden. Dies spiegelt sich 
auch in der Tatsache wider, dass einige PCR-Reaktionen nicht auf Anhieb 
funktionierten, sondern wiederholt werden mussten. Letztlich bestand dadurch 
der Nachteil, dass kleinere Abweichungen in den Schmelzkurven toleriert 
werden mussten und nur solche als „auffällig“ betrachtet wurden, die deutlich 
von der Mehrheit der Kurven abwichen. Das Screening-Verfahren für die 
ZSCAN21-Bindungsstelle ist damit wahrscheinlich ungenauer als das für die 
GATA2-Bindungsstelle und birgt die Gefahr, dass Polymorphismen übersehen 
wurden. 
Anschließend wurden DNA-Proben mit „auffälligen“ Schmelzkurven 
sequenziert. Dabei konnten nach Abgleich mit der Referenzsequenz keine 
Polymorphismen identifiziert werden. Da die Schmelzkurven der Proben für die 
GATA2-Bindungsstelle im Allgemeinen sehr homogen waren und die 
Schmelzkurven der sequenzierten DNA-Proben lediglich gering von der 





Bindungsstelle nicht überraschend. Im Falle der inhomogenen Schmelzkurven 
für die ZSCAN21-Bindungsstelle muss bei diesem Ergebnis hingegen von 
Problemen im Ablauf der PCR-Reaktionen ausgegangen werden. Da jedoch 
fast ein Drittel der gescreenten DNA-Proben (97 von 300) sequenziert wurden, 
kann trotz des ungenaueren Screening-Verfahrens einigermaßen verlässlich 
davon ausgegangen werden, dass in diesen DNA-Bereichen keine SNPs 
vorhanden sind. Es ist somit relativ unwahrscheinlich, dass die Bindungsstellen 
von GATA2 und ZSCAN21 bei europäischen Patienten, die an einem IPS 
leiden, Polymorphismen aufweisen. 
Um dieses Ergebnis zu bekräftigen, wurden anschließend die Datenbank 
dbSNP (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) und die Daten einer großen 
Metaanalyse [211] nach möglichen annotierten SNPs in diesen Bindungsstellen 
durchsucht. Dabei konnte zwar zunächst sowohl für die GATA2- als auch für die 
ZSCAN21-Bindungsstelle jeweils ein annotierter SNP identifiziert werden. Für 
den annotierten SNP innerhalb der GATA2-Bindungsstelle (rs1372514) zeigte 
sich jedoch, dass die beiden Allele in allen untersuchten Populationen des 
HapMap-Projects identisch waren. Somit ist davon auszugehen, dass dieser 
SNP nicht existiert und beispielsweise lediglich aufgrund initialer 
Sequenzierungsfehler annotiert wurde. Der annotierte SNP innerhalb der 
ZSCAN21-Bindungsstelle (rs35347270) wurde nur in der Datenbank dbSNP 
gefunden. rs35347270 ist jedoch äußerst schlecht validiert und bestand nicht 
die Qualitätskontrolle der Metaanalyse des International Parkinson Disease 
Genomics Consortiums [211]. Somit muss dieser Polymorphismus entweder 
extrem selten sein, nur in bestimmten Bevölkerungsgruppen vorkommen oder 
es handelt sich ebenfalls um einen Sequenzierungsfehler. Darüber hinaus 
existieren keine Angaben zur Allelfrequenz oder ob es einen Zusammenhang 
zum IPS gibt. 
In einem zweiten Schritt wurden die SNPs, die sich in der Nähe der GATA2- 
und der ZSCAN21-Bindungsstelle befinden, auf ihre Bedeutung für ein erhöhtes 
Risiko, an einem IPS zu erkranken, untersucht. Bezüglich dessen konnte für die 
GATA2-Bindungsstelle der SNP rs2737006 und für die ZSCAN21-





34 bp upstream der GATA2-Bindungsstelle, rs3216775 liegt 228 bp 
downstream der ZSCAN21-Bindungsstelle. Während rs3216775 definitiv zu 
weit von der ZSCAN21-Bindungsstelle entfernt liegt, um einen direkten Einfluss 
auf die TF-Bindung zu haben, darf man darüber spekulieren, ob rs2737006 
noch in der Lage ist, die Bindung von GATA2 zu beeinflussen. Wie bereits in 
Abschnitt 4.3.3 diskutiert, sind GATA-Bindungsmotive sehr häufig und für ihre 
Bindung sind neben dem Kern-Bindungsmotiv (T/A)GATA(A/G) vor allem auch 
die intrinsischen Eigenschaften des Bindungsmotivs sowie die 
Chromatinumgebung entscheidend [219]. Was jedoch durch den SNP 
rs2737006 nicht beeinflusst wird, sind die intrinsischen Eigenschaften. Dies 
legen die Erkenntnisse aus der bioinformatischen Analyse nahe: Durch das 
Programm MatInspector wurde das erweiterte Bindungsmotiv der GATA2-
Bindungsstelle als 13 bp langes Sequenzmotiv definiert (ATGAGATAACACC). 
Die Angabe, dass sich rs2737006 34 bp upstream der GATA2-Bindungsstelle 
befindet, bezieht sich ebenfalls auf dieses erweiterte Motiv. Somit liegt der SNP 
zu weit entfernt, um die intrinsischen Eigenschaften zu beeinflussen und könnte 
nur durch eine Veränderung der Chromatinumgebung um die Bindungsstelle 
herum direkt Einfluss auf die Bindung von GATA2 haben. 
Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass SNPs, die das 
Risiko erhöhen, an einem IPS zu erkranken, keinen Einfluss auf die 
Bindungseigenschaften von GATA2 und ZSCAN21 haben, die als TF für SNCA 
in menschlichen Hirnzellen identifiziert wurden. Dass durch SNPs die 
Bindungsstellen von anderen TF für SNCA beeinflusst werden, kann dennoch 
nicht endgültig ausgeschlossen werden. Dies gilt insbesondere unter der 
Annahme, dass zukünftig evtl. weitere TF identifiziert werden. Zum aktuellen 
Zeitpunkt deutet jedoch vieles darauf hin, dass SNPs, die das Risiko erhöhen, 
an einem IPS zu erkranken, über andere Mechanismen die Genexpression von 
SNCA beeinflussen. Welche das sind, bleibt nach wie vor unklar. Infrage 
kommen die bereits erwähnten Veränderungen der mRNA, wie alternatives 
Spleißen [195], sowie Einflussnahme auf deren Stabilität und Sekundärstruktur 
[196]. Außerdem könnte die Geschwindigkeit und die Genauigkeit der 





passend zu den alternativen Codons begrenzt ist [191]. Darüber hinaus könnten 
neben den eigentlichen TF weitere regulatorische Elemente eine Rolle spielen, 
wie für den TF YY1 beschrieben [238]. Als weiterer Mechanismus speziell für 
die zahlreichen „Risiko-SNPs“ im 3‘-Bereich von SNCA kommt zudem eine 
Veränderung der Bindungseigenschaften von microRNA infrage. microRNA 
regulieren die Translation durch Bindung an die 3‘-UTR der mRNA [239]. In 
diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass microRNA-7, die 
hauptsächlich in Neuronen exprimiert wird, aSYN-Level erniedrigt und so Zellen 
gegen oxidativen Stress schützt [240]. Außerdem zeigte sich, dass microRNA-7 
zusammen mit microRNA-153 spezifisch an die 3‘-UTR von SNCA bindet und 
damit sowohl die mRNA- als auch die Protein-Level erniedrigt werden [241]. 
Folglich könnte es sich hierbei um einen wichtigen Mechanismus handeln, über 
den SNPs Einfluss auf aSYN-Level und das Erkrankungsrisiko nehmen. 
4.4 Schlussfolgerungen und Ausblick 
Diese Arbeit liefert wichtige Erkenntnisse, um die Genexpression von SNCA 
besser zu verstehen und zeigt auf, inwieweit sich bisherige Ergebnisse aus 
Zellmodellen auf menschliche Hirnzellen übertragen lassen. Erstmals wurde 
durch diese Arbeit gezeigt, dass ZSCAN21 in menschlichen Hirnzellen auf 
Proteinebene exprimiert wird. W ie C/EBPβ und GATA2 konnte dieser TF in 
allen untersuchten Hirnarealen in den Proteinlysaten der Zellkerne 
nachgewiesen werden. Dies lässt den Schluss zu, dass diese drei TF an der 
Genregulation in weiten Teilen des menschlichen Hirns beteiligt sind. 
Des Weiteren konnten GATA2 und ZSCAN21 als TF für SNCA bestätigt 
werden, auch wenn für GATA2 eine andere Bindungsstelle als bisher 
angenommen identifiziert wurde [153]. Da diese Beobachtungen ebenfalls in 
allen untersuchten Hirnregionen gemacht wurden, lässt sich annehmen, dass 
es sich hierbei um Mechanismen handelt, die für verschiedene menschliche 
Hirnzellen in vielen Hirnregionen gelten. Um diese Annahme zu bekräftigen, 
sollten künftige Studien weitere Hirnareale von zusätzlichen Spendern 
daraufhin untersuchen. Außerdem sollte versucht werden, neuronale und gliale 





regulatorische Elemente zu identifizieren und die Rolle bereits bekannter 
Elemente besser zu definieren [152, 156]. Nur so lässt sich die komplexe 
Genregulation von SNCA besser verstehen. Wie in dieser Arbeit werden dabei 
auch zukünftig bioinformatische Programme behilflich sein. Durch die stetige 
Fortentwicklung dieser Programme ist damit zu rechnen, dass sich TF-DNA-
Interaktionen und Promotorbereiche künftig noch besser vorhersagen lassen. 
Trotz dieser Entwicklungen werden stets in vitro- und in vivo-Untersuchungen 
nötig sein, um diese Vorhersagen zu bestätigen. Dabei zeigt diese Arbeit am 
Beispiel von GATA2, dass dem Einsatz von Modellsystemen Grenzen gesetzt 
sind. Diese eignen sich zwar, um Grundprinzipien zu studieren, letztlich müssen 
diese Ergebnisse aber immer auch in den relevanten Zellen verifiziert werden. 
Im Hinblick auf die Genregulation von SNCA leitet sich aus dieser Arbeit 
zusätzlich ab, dass es neben dem Intron 1, das als wichtige regulatorische 
Kontrollregion für die Transkription beschrieben wurde [152], weitere wichtige 
regulatorische Regionen gibt. Zukünftige Studien werden dies ebenfalls 
berücksichtigen müssen. 
Ein weiterer Rückschluss, den diese Arbeit zulässt, ist, dass C/EBPβ nicht als 
direkter TF für SNCA fungiert. Trotzdem scheint dieser TF einen Einfluss auf 
die Genregulation zu haben. Durch die Ergebnisse dieser Arbeit kann dabei die 
Hypothese aufgestellt werden, dass C/EBPβ über eine Protein-Protein-
Interaktion mit GATA2 eine Enhancer-Funktion für die Genregulation inne hat. 
Weitere Studien werden nötig sein, um diese mögliche Interaktion 
nachzuweisen. Dafür sollten am besten in vivo Co-Immunopräzipitationen 
eingesetzt werden. 
Eine letzte Schlussfolgerung, die aus dieser Arbeit möglich ist, betrifft den 
Mechanismus, über den bestimmte SNPs das Erkrankungsrisiko für ein IPS 
modulieren. Dabei legen die Ergebnisse dieser Arbeit nahe, dass SNPs nicht 
die TF-Bindungsstellen verändern. Zumindest gilt dies für die untersuchte 
europäische Kohorte. Diese Polymorphismen scheinen somit die Genregulation 
auf eine andere Weise zu beeinflussen. Zukünftig muss geklärt werden, ob dies 
auch für andere Populationen zutrifft und es werden weitere Untersuchungen 





SNPs im 3‘-Bereich des Gens bietet die Möglichkeit der Veränderung der 
Bindungseigenschaften von microRNA einen ersten Ansatzpunkt. 
Die Synukleinopathien zeichnen sich alle durch Ablagerungen von 
aggregiertem aSYN aus [232]. In Abschnitt 1.4.3 wurden bereits einige 
Hypothesen aufgezeigt, wie es zu diesen Ablagerungen kommen könnte. 
Besonders die Hypothese, dass eine Fehl-/Überexpression von SNCA zu dieser 
Pathologie führt, wird durch viele Studien gestützt [86, 87, 151, 160]. Die 
Genexpression von SNCA ist, wie die anderer Gene, ein vielschichtiger 
Prozess, der durch verschiedenste Faktoren beeinflusst werden kann. Zu 
Beginn dieses Prozesses steht die Transkription, initiiert durch TF, die  in dieser 
Arbeit  untersucht wurde. Durch Manipulation der Transkription lässt sich 
folglich die Genexpression regulieren. TF bieten hierbei einen hervorragenden 
pharmakologischen Ansatzpunkt. Unter der Annahme, dass eine 
Überexpression zur aSYN-Pathologie führt, könnten also Medikamente 
entwickelt werden, die gegen die identifizierten TF gerichtet sind und die auf 
diese Weise die aSYN-Level reduzieren [152]. Durch ein einziges Medikament 
wäre so eine kausale Therapie sowohl für das IPS als auch für die MSA und für 
die DLB gegeben. Wenn darüber hinaus Früherkennungsverfahren für diese 
Erkrankungen entwickelt werden können, könnten diese Erkrankungen 
zukünftig sogar bereits vor ihrer klinischen Manifestation behandelt werden. 
Damit dies gelingen kann, muss zukünftig neben der Genexpression auch die 
physiologische Funktion von aSYN besser verstanden werden. Sollten sich 
diese Hypothesen jedoch bestätigen, so wäre dies ein großer therapeutischer 
Durchbruch, nicht nur für das IPS, sondern auch für die bisher schwer zu 






Das SNCA-Gen bzw. sein Genprodukt aSYN wurden auf mehreren 
verschiedenen Ebenen mit dem IPS, der MSA und der DLB in Verbindung 
gebracht. Sie definieren die Erkrankungsgruppe der Synukleinopathien. Für die 
Pathogenese dieser Erkrankungen scheint besonders die Gendosis 
entscheidend zu sein. Dies gilt insbesondere für die häufigste Erkrankung unter 
den Synukleinopathien, dem sporadisch auftretenden IPS. Folglich erscheint 
die Untersuchung der Genexpression wichtig, um die Ursache dieser 
Erkrankungen besser zu verstehen und daraus zukünftig kausale Therapien 
ableiten zu können. 
Ein wesentlicher Vorgang der Genexpression ist die Transkription, die durch die 
Bindung von TF an den Promotorbereich initiiert wird. Doch gerade zu diesem 
Vorgang existieren bislang nur wenige Studien, die zudem alle an speziellen 
Zellsystemen und nicht an menschlichen Hirnzellen durchgeführt wurden. Diese 
Arbeit sollte daher die Transkription genauer charakterisieren und untersuchen, 
inwieweit sich die bisherigen Erkenntnisse auf menschliche Hirnzellen 
übertragen lassen. 
Dabei wurden in einem ersten Schritt durch den Einsatz von Western Blots und 
IP die potentiellen TF C/EBPβ, GATA2 und ZSCAN21 durch klassische 
Proteinnachweisverfahren in menschlichen Hirnzellen verschiedener Regionen 
nachgewiesen. Daraus leitete sich ab, dass diese TF tatsächlich an der 
Genregulation in vielen verschiedenen Hirnzellen beteiligt sein dürften. In einem 
zweiten Schritt war es dann nötig, den komplexen Promotorbereich von SNCA 
besser zu charakterisieren. Dies gelang durch den Einsatz eines 
bioinformatischen Programms, mit dessen Hilfe auch potentielle 
Bindungsstellen für die drei untersuchten TF identifiziert werden konnten. 
Anschließend konnten diese potentiellen Bindungsstellen durch den Einsatz 
von ChIP Assays auf ihre funktionelle Relevanz untersucht werden. Die für 
GATA2 und ZSCAN21 identifizierten Bindungsstellen wurden dann mittels 
EMSAs genauer charakterisiert. Aus diesen Ergebnissen lässt sich ableiten, 
dass GATA2 und ZSCAN21 tatsächlich die Genexpression von SNCA in 





GATA2 eine andere Bindungsstelle als bisher angenommen identifiziert wurde. 
Außerdem kann aus den Ergebnissen der ChIP Assays geschlossen werden, 
dass C/EBPβ nicht als direkter TF für SNCA fungiert. C/EBPβ könnte über eine 
Protein-Protein-Interaktion mit GATA2 eine Enhancer-Funktion inne haben und 
auf diese Weise auf die Genexpression einwirken. 
Durch die Identifikation von GATA2 und ZSCAN21 als TF für SNCA sowie 
deren Bindungsstellen im Promotorbereich konnte durch diese Arbeit weiteres 
geleistet werden: Das Screening nach SNPs in den identifizierten TF-
Bindungsstellen bei Patienten, die an einem IPS leiden, lieferte wichtige 
Erkenntnisse für die Beantwortung der Frage, über welchen Mechanismus 
SNPs, die mit einem erhöhten Risiko einhergehen, an einem IPS zu erkranken, 
das Erkrankungsrisiko modulieren. Es wird angenommen, dass diese SNPs die 
Genexpression erhöhen. Da durch den Einsatz von Schmelzkurvenanalysen 
und der anschließenden Sequenzierung von DNA-Proben mit auffälligen 
Schmelzkurven keine SNPs in diesen Bereichen nachgewiesen werden 
konnten und auch die Suche nach annotierten SNPs für diese Bereiche keine 
hinreichenden Erkenntnisse lieferte, muss davon ausgegangen werden, dass 
diese SNPs die Genexpression nicht über eine Veränderung der TF-
Bindungsstellen regulieren. Vielmehr kommen weitere Mechanismen in 
Betracht. 
Zukünftig muss die Genexpression von SNCA noch besser verstanden werden. 
Es gilt, weitere regulatorische Elemente zu identifizieren und bisher bekannte 
besser zu charakterisieren. Wie aus dieser Arbeit ersichtlich wurde, müssen alle 
künftigen Ergebnisse auch in menschlichen Hirnzellen verifiziert werden. 
Gelingt dies und wird zusätzlich die physiologische Rolle von aSYN besser 
verstanden, so bestünde erstmals die Möglichkeit, über Medikamente, die 
gegen die identifizierten TF von SNCA gerichtet sind, die Genexpression zu 
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